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RESUMO

Encontrado majoritariamente em estruturas de origem vegetal, o 4cido fitico € um
composto organico que se destaca por suas caracteristicas quimicas e,
principalmente, pela sua capacidade de formar complexos bastante estaveis com
cations multivalentes. Em virtude dessa propriedade, o acido fitico € utilizado como
molécula ligante em preparacdes farmacéuticas, tal como o complexo *°™Tc-fitato,
utilizado em exames de linfocintilografia. O farmaco em questado é comercializado
na forma de kit frio, no qual o &cido fitico desempenha a funcdo de insumo
farmacéutico ativo. Posteriormente, o kit frio € destinado para a marcacdo com o
pertecnetato de sodio radioativo, para produzir o radiofarmaco final. Com o
emprego do acido fitico como insumo farmacéutico ativo surge, dentro das
industrias farmacéuticas especializadas em radiofarmacos, a necessidade de
meétodos analiticos adequados para quantificar o composto, e assim garantir a
gualidade do insumo utilizado nos produtos fabricados. Na literatura, s&o
encontrados diversos métodos que utilizam técnicas analiticas distintas, buscando
guantificar o composto, principalmente em alimentos de origem vegetal. O presente
trabalho tem por objetivo desenvolver um método analitico para a determinacéo do
teor de &cido fitico na matéria-prima utilizada em uma indudstria de radiofarmacos,
utilizando a técnica de espectrometria de absorcdo molecular no UV-Vis e
explorando a capacidade do &cido fitico de formar complexos estaveis com ions
metalicos, em especial o Fe(lll). Para desenvolver o método, foram analisados os
espectros de absorbancia dos reagentes utilizados, tanto isoladamente como em
conjunto. Foi observado que o aumento do pH e a precipitacdo do complexo Fe-
fitato ao longo do tempo diminuem o valor de absorbéancia em 465 nm. A presenca
do ion fosfato em solucéo néo teve efeito sobre absorbancia. O método mostrou-se
linear e com boa sensibilidade, porém encontrou-se uma concordancia 94,5 % entre
o resultado obtido para a amostra em relacdo ao método comparativo empregado,
evidenciando a necessidade de mais estudos visando a otimizacdo do método.

Palavras-chave: &acido fitico; radiofarmaco; método analitico; espectrometria de
absorcédo molecular no UV-Vis



ABSTRACT

Predominantly found in structures of plant, phytic acid is an organic compound
notable for its chemical properties and, particularly, for its ability to form highly stable
complexes with multivalent metallic cations. Due to this property, phytic acid is used
as a chelating molecule in pharmaceutical preparations, such as the M%Tc-phytate
complex, utilized in lymphoscintigraphy examinations. The drug in question is
marketed in the form of a cold kit, in which phytic acid act as the active
pharmaceutical ingredient. Subsequently, the cold kit is intended for labeling with
radioactive sodium pertechnetate to produce the final radiopharmaceutical. The use
of phytic acid as an active pharmaceutical ingredient creates a need within
pharmaceutical industries specializing in radiopharmaceuticals for suitable
analytical methods to quantify the compound and thus ensure the quality of the
ingredient used in the manufactured products. The literature reports various
methods employing distinct analytical techniques to quantify the compound, mainly
in plant-based foods. This study aims to develop an analytical method for
determining the phytic acid content in raw materials used in a radiopharmaceutical
industry, using molecular absorption spectrometry in the UV-Vis range and
leveraging phytic acid’s ability to form stable complexes with metal ions, particularly
Fe(lll). To develop the method, the absorbance spectra of the reagents were
analyzed, both individually and in combination. It was observed that an increase in
pH and the precipitation of the Fe-phytate complex over time decreased the
absorbance value at 465 nm. The presence of phosphate ions in the solution had
no effect on absorbance. The method proved to be linear and showed good
sensitivity; however, a 94.5% agreement was found between the result obtained for
the sample and the comparative method used, highlighting the need for further
studies to optimize the method.

Palavras-chave: phytic acid; radiopharmaceutical, analytical method; UV-Vis
molecular absorption spectrometry
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1 INTRODUCAO

O acido fitico (CsH18024Ps) € uma molécula organica encontrada em estruturas
vegetais, principalmente sementes e gréos, que representa um grande estoque de
fosforo e inositol. Em ambiente biol6gico, o &cido fitico € encontrado na forma de
fitatos, principalmente como sais mistos de calcio, magnésio e potassio. A presenca
de seis grupamentos fosfato na molécula confere propriedades quimicas Unicas ao
composto, como alta capacidade de interagir com cétions multivalentes, formando
complexos altamente estaveis.

Dentre as aplicacdes do acido fitico, destaca-se seu uso como molécula ligante
em radiofarmacos, principalmente o complexo com tecnécio radioativo, *°™Tc-fitato. O
complexo se mostra valioso no ramo da medicina nuclear, sendo utilizado como
agente de imagem de patologias hepaticas e esplénicas, bem como para a realizacéo
do exame de linfocintilografia, que tem papel fundamental no diagndstico precoce de
cancer.

Juntamente com a utilizacdo de acido fitico como ingrediente ativo em
formulacdes farmacéuticas, surge a necessidade de métodos analiticos precisos para
guantificar o composto dentro de industrias de radiofarmacos, como forma de garantir
a dosagem correta e a qualidade dos produtos. Ao longo dos anos, foi desenvolvida
uma grande variedade de métodos analiticos com objetivo de quantificar o acido fitico,
principalmente em matrizes vegetais e em alimentos. Por ndo possuir espectro de
absorbancia molecular caracteristico, apresentar propriedades quimicas desafiadoras
e devido a grande quantidade de interferentes, tipicos de matrizes de amostras de
origem vegetal, a quantificacdo de acido fitico se mostra uma tarefa complexa.

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um método especifico para
determinacdo de acido fitico em insumo farmacéutico, de forma a atender uma
demanda da industria de radiofarmacos. Para tanto, pretende-se investigar potenciais
complexos com metais de transicdo que possam ter aplicagdo na determinagao
colorimétrica do acido fitico, resultando em um método simples, robusto e

economicamente viavel.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico para determinacao do teor de acido fitico em

matéria-prima, utilizada como insumo farmacéutico ativo atipico em uma industria de

radiofarmacos, utilizando a técnica de espectrometria de absor¢cdo molecular no UV-

Vis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Realizar revisédo da literatura para identificar e comparar os métodos analiticos
utilizados para determinacdo e quantificacdo de acido fitico, bem como suas
vantagens e desvantagens.

Avaliar a instrumentacao disponivel ha empresa que pretende implementar o
método analitico e a viabilidade econdémica.

Investigar possiveis complexos com metais de transi¢éo para determinacdo de
acido fitico por espectrometria de absor¢cao molecular no UV-Vis.

Desenvolver e otimizar o método analitico, ajustando as condicbes
experimentais.

Determinar os parametros de mérito do método.

Transferir o conhecimento para a empresa, visando a implementacdo do

método analitico na rotina do laboratério de controle de qualidade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ACIDO FiTICO

O &cido fitico (CeH18024Ps), € um composto organico que possui seis grupos
fosfato ligados a estrutura do mio-inositol, conforme ilustrado na Figura 1, resultando
em uma molécula de massa molecular 660,04 g mol! (CHEN; XU, 2023). Este
composto apresenta doze hidrogénios ionizaveis, permitindo a formacao de ions
com carga variando de -1 a -12. Devido a essa caracteristica, o acido fitico
apresenta uma forte afinidade por cations multivalentes, com os quais interage
através dos grupamentos fosfato, formando diversos complexos estaveis (VASCA
et al., 2002).

Figura 1: Estrutura do &cido fitico

OH
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o)
o)
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e HO
HO \OH \/OH
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Fonte: AUTORA, 2024

Quando desprotonado, o acido fitico apresenta-se na sua forma salina,
formando os chamados fitatos. Os fitatos sdo encontrados em sementes, graos,
legumes e outras estruturas de origem vegetal. Geralmente, apresentam-se como
sais mistos de calcio, magnésio e potassio, também chamados de fitinas
(SCHLEMMER et al. 2009). Grandes teores de fitatos sdo encontrados em

sementes e graos, onde representam a principal fonte de inositol e fésforo,
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representando entre 60 % e 90 % do fésforo total.Os fitatos também representam
um estoque natural de céations e de grupos fosforila de alta energia, que
desempenham papel fundamental na fosforilagho em ambientes bioquimicos
(MAROLT; KOLAR, 2020).

Os fitatos foram descobertos na Alemanha, entre 1855 e 1856, quando Hartig
observou pequenas particulas esféricas em sementes, semelhantes a particulas de
amido presentes em batatas. Quando realizado o teste do iodo, se percebeu que
ndo se tratava de amido e deduziu-se que as particulas serviam de estoque de
nutrientes utilizados durante a germinacdo. Em estudos posteriores, descobriu-se
gue o material era composto por fésforo, calcio e magnésio, sendo a ele atribuido o
nome de fitinas. Diversos estudos mostraram que a hidrolise das fitinas levava a
formacao de fosfato e inositol, porém, ainda ndo era possivel elucidar a estrutura
do composto. Em 1914, Anderson prop6s a estrutura atualmente aceita e ja

confirmada por diversos métodos analiticos modernos (SCHLEMMER et al. 2009).

3.2 RADIOFARMACOS

Segundo a 62 Edicdo da Farmacopeia Brasileira, radiofarmacos séo
caracterizados como “preparagdes farmacéuticas com finalidade diagnéstica ou
terapéutica que, quando prontas para o uso, contém um ou mais radionuclideos”.
Na Farmacopeia Internacional, da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os
radiofarmacos sao divididos em quatro categorias, sendo elas:

1. Preparacdo radiofarmacéutica: produto médico pronto
para uso contendo um ou mais radionuclideos.

2. Gerador de radionuclideo: sistema no qual um
radionuclideo filho, de meia-vida curta, & separado, geralmente por
eluicdo, de um radionuclideo pai, de meia vida longa, para,
posteriormente, ser utilizado em uma preparacéo radiofarmacéutica.

3. Precursores radiofarmacéuticos: radionuclideos
produzidos para oprocesso de radiomarcacao de uma substancia, que

resulta em preparacao radiofarmacéutica.
4. Kits para preparacao radiofarmacéutica: preparagédo que
ndo contém radiagcdo para ser reconstituida e/ou combinada com

radionuclideo para formar a preparacdo radiofarmacéutica final,
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geralmente logo antes da administracdo. Usualmente, os kits vém em
forma de vials multidose, que podem requerer passos adicionais, como
aquecimento, filtracéo ou tamponamento.

Em geral, os radiofarmacos possuem duas partes: o radionuclideo, que emite
particulas que podem ser detectadas por um equipamento externo, e uma molécula
nao radioativa denominada carreador ou ligante, que possui afinidade biolégica por
um oOrgédo ou sistema. Desta forma, o ligante define a biodistribuicdo da molécula
no organismo, enquanto o radionuclideo permite a detec¢éo da localizacéo exata,
através da emissao de radiacao (VITAL, 2019).

Para radionuclideos que possuem tempo de meia-vida curto, exigindo que a
preparacdo seja feita imediatamente antes da utilizacdo, o ligante € geralmente
comercializado em formas farmacéuticas liofilizadas, estéreis e apirogénicas
chamadas de “kits frios”. Estes kits possuem uma combinacédo de reagentes néo
radioativos que quando reconstituidos e combinados com um radionuclideo,
formam o radiofarmaco final (OLIVEIRA, 2006).

Conforme a RDC n° 738/2022, que dispbe sobre o registro, notificagcéo,
importacéo e controle de qualidade de radiofarmacos, o Insumo Farmacéutico Ativo
(IFA) em componentes nao radioativos para marcacdo € a parte da formulacéo
destinada a carregar ou ligar o radionuclideo. Ou seja, nos kits frios a molécula que
atua como parte ligante no radiofarmaco é considerada a molécula ativa na

formulacéo.

3.2.1 Uso de &cido fitico como radiofarmaco

Uma das aplica¢gbes do acido fitico € como molécula ligante em preparacdes
radiofarmacéuticas. De acordo com a bula do medicamento RPHLIMPHA (2020) o
acido fitico é combinado com o pertecnetato de sédio radioativo (Na®°™Tc),
formandoo radiofarmaco pronto para uso. Inicialmente, foi proposto o uso do
complexo %¥™Tc- fitato como agente de imagem do sistema reticuloendotelial e como
agente de imagemde figado e baco (SUBRAMANIAN, 1973). Mais tarde, o
radiofarmaco também se mostrou efetivo para capturar imagens do sistema linfatico
e para pesquisa de linfonodo sentinela (ALAVI et al.1978).

Atualmente, conforme a bula do medicamento RPHLIMPHA, o ®"MTc-fitato

tem indicacdo como agente de imagem de patologias hepaticas e esplénicas, bem
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como para a linfocintilografia, que permite a visualizacdo dos canais linfaticos
regionais e linfonodos. A linfocintilografia permite a observacéo e o diagnostico de
diversas condicdes que afetam o sistema linfatico, além de pesquisa e
monitoramento de linfonodo sentinela (SAPIENZA et al., 2004).

O radiofarmaco *°"Tc-fitato geralmente é preparado momentos antes do uso,
através da reconstituicdo do kit frio contendo o acido fitico e outros excipientes,
como o cloreto estanoso, que atua como agente redutor, convertendo **™Tc para o
estado de oxidacao +3, ideal para a formacao do complexo (FERNANDES et al.,
2015). Desta forma, por ser o ingrediente da formulacdo do kit que se destina a
ligar-se com o radionuclideo, o acido fitico é considerado o IFA da preparacédo (RDC
n° 738/2022).

No Brasil, a fabricagéo do kit frio contendo acido fitico, deve seguir a RDC n°
658 de 30 de marco de 2022, que dispde sobre as diretrizes gerais de boas praticas
de fabricacdo de medicamentos. O artigo n° 181 da resolucdo em questédo
estabelece os itens para aprovacao e manutencao de fornecedor de matéria-prima
para a fabricagdo de insumos farmacéuticos ativos. Observa-se que para atender
0s requisitos, o fabricante do IFA deve seguir as boas praticas de fabricacao para
insumos farmacéuticos, bem como boas praticas de distribuicdo. Estes processos
séo detalhados na RDC n° 359 de 27 de marco de 2020, que institui o Dossié de
Insumo Farmacéutico Ativo (DIFA) e a Carta de Adequacédo de Dossié de Insumo
Farmacéutico Ativo (CADIFA).

Com excecdo da utilizacdo em formulacbes destinadas ao uso
radiofarmacéutico, o acido fitico ndo € usualmente utilizado para fabricacdo de
medicamentos. Por esse motivo, ndo se encontra no mercado a matéria-prima
acido fitico comercializada em grau farmacéutico. Para estes casos, a RDC n°
658/2022 traz o conceito de insumo farmacéutico ativo atipico (IFA atipico). Nesta
circunstancia, a indastria farmacéutica pode utilizar o reagente de maior qualidade
encontrado no mercado, desde que realize gerenciamento de risco e verifique até
gue ponto as boas praticas de fabricacdo sao seguidas no processo produtivo do
IFA.

O fato do acido fitico ndo ser comumente utilizado como insumo farmacéutico
acarreta a auséncia do composto em farmacopeias ou compéndios oficiais. Desta
forma, fica a cargo do fabricante da formulacao farmacéutica o desenvolvimento de

métodos analiticos para o controle de qualidade do IFA.
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3.3 METODOS DE QUANTIFICACAO DO ACIDO FITICO

A determinacdo e quantificacdo do acido fitico ndo é uma tarefa trivial.
Usualmente, os métodos encontrados na literatura sdo desenvolvidos para a
guantificacdo de acido fitico em matrizes vegetais, as quais, em geral, contam com
outros tipos de fosfatos de inositol, que se apresentam como interferentes, além de
fosfatos inorganicos (THOMPSON et al. 1982) (KAHRIMAN et al. 2020). Além
disso, o0 acido fitico ndo apresenta espectro caracteristico de absorcdo e tem
propriedades quimicas desafiadoras, ja que sua estrutura é facilmente modificada
frente a variacdes de pH, além da interagdo com metais e outros cétions presentes
na matriz da amostra.

No artigo de reviséo “Analytical Methods for Determination of Phytic Acid and
Other Inositol Phosphates: A Review”, (MAROLT; KOLAR, 2020) os métodos de
analise do acido fitico sdo separados em 4 categorias: métodos classicos, métodos
de separagdo, métodos espectroscépicos e sensores. No esquema da Figura 2 é

possivel verificar a compilacdo dos métodos de cada categoria.

Figura 2 - Métodos para determinacgéo de acido fitico por categoria.

Métodos de Métodos
separacao Espectroscopicos

Métodos classicos Sensores

+ Precipitagcao +HPLC ' UV-Vis + Biossensores
. Titulac;ao o JC + Fluorescéncia eletroquimicos
potenciométrica
'GC 'RMN *Nano sondas de
VTLC '\ ICP fluorescéncia

' Eletroforese

Fonte: Adaptado de MAROLT E KOLAR, 2020.

Os métodos classicos abrangem métodos de precipitacdo, que se baseiam na
capacidade do acido fitico formar complexos pouco soliveis com ions metalicos,
principalmente ferro. Em geral, os métodos de precipitacdo sdo combinados com
titulacdes, que possibilitam a determinacdo quantitativa do acido fitico (YOUNG,
1936). Dentre as principais desvantagens dos métodos de precipitacdo estdo a
estequiometria inconsistente dos complexos formados entre metais e acido fitico, ja

gue esta varia diante da concentracdo e do pH do meio.



15

Além disso, a falta de seletividade frente a outros fosfatos de inositol e a baixa
sensibilidade também séo desvantagens a serem consideradas (MAROLT; KOLAR,
2020). Dentre as vantagens, podemos citar a simplicidade e baixo custo dos
métodos, sendo possivel realizar a quantificacdo absoluta, sem comparacdo com
padrdes ou curvas externas.

Os métodos de separacédo, de forma geral, ttm como principal desvantagem
o custo e o tempo de andlise, j& que as técnicas requerem equipamentos e materiais
de alto valor (MAROLT; KOLAR, 2020). Dentre as vantagens gerais, principalmente
no caso da cromatografia liquida e da cromatografia idnica, esta a possibilidade de
uso de diversos detectores, como indice de refracdo, espectrometria de massas e
espectrometria no UV-Vis, sendo que para a ultima é necessério realizar etapas de
derivatizacdo da amostra ou de tratamento pés-coluna, ja que o &cido fitico ndo
apresenta pico de absorbancia caracteristico (PHILLIPPY; JOHNSTON, 1985).

Quando falamos de métodos espectrofotométricos, podemos enumerar
diferentes técnicas, cada uma com seus desafios e beneficios. A técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) fornece diversas informac¢des tanto sobre
o &cido fitico quanto de outros fosfatos de inositol, porém requer o emprego de
equipamentos de alto custo e de extenso conhecimento da técnica, nao se tornando
um método de primeira escolha quando se trata de analises de rotina (MAROLT;
KOLAR, 2020). A quantificacio por Espectrometria de Emisséo Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-OES) ou por Espectrometria de Massas com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-MS) permite a quantificacdo indireta, via
determinacao de fésforo, de forma rapida e com alta sensibilidade, porém apresenta
problemas de interferéncia com outros fosfatos de inositol e fosfatos inorganicos
(GRASES et al., 2004), (MUNOZ; VALIENTE, 2003). Métodos que utilizam a
espectrometria de fluorescéncia molecular e a espectrometria de UV-Vis séo, em
geral, métodos de deteccao indiretos, devido a auséncia de espectro caracteristico
e também apresentam interferéncias com outros fosfatos de inositol (CHEN Y. et
al., 2009) (KAHRIMAN et al., 2020). No caso dos métodos colorimétricos, eles se
mostram robustos, com procedimentos simples e de baixo custo, porém costumam
apresentar resultados superestimados (KAHRIMAN et al., 2020).

Quando se trata de sensores, podemos citar 0 uso de biossensores
eletroquimicos, que utilizam eletrodos modificados com enzimas imobilizadas.

Esses sensores sdo aplicados em diferentes técnicas eletroanaliticas, como
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amperometria (MAK et al.,, 2004) e voltametria ciclica (CASELI et al., 2006), de
modo a desenvolver métodos seletivos e com baixos limites de deteccdo para
determinacdo de &cido fitico. No entanto, o uso de enzimas torna o método
dependente da atividade enzimatica, além de exigirem preparacdes complexas,
com materiais e métodos de custo mais elevado (MAROLT; KOLAR, 2020). Outra
inovacdo no campo dos sensores sado 0s nanosensores fluorescentes, aplicados
principalmente na deteccdo de fitatos em células vivas (SHI et al., 2019). Essa
técnica apresenta boa sensibilidade, porém apresenta interferéncia com outros
fosfatos de inositol e faixa linear limitada.

Neste trabalho, optou-se pelo enfoque nos métodos colorimétricos, uma vez
gue estes se mostram uma alternativa simples e de baixo custo, viavel para ser

aplicada na industria farmacéutica, e que apresenta robustez e boa sensibilidade.

3.3.1 Métodos Colorimétricos

Em geral, os métodos colorimétricos sdo frequentemente aplicados em
conjunto com métodos de separacdo ou de precipitacdo. Devido a auséncia de
espectro de absorbancia especifico do acido fitico, os métodos colorimétricos
voltados ao composto sdo baseados em medidas indiretas de mudanca de
coloracdo em complexos metalicos ou na medida do fésforo inorganico obtido via
digestao enziméatica ou hidrolise do acido fitico (MAROLT; KOLAR, 2020).

Para determinacdo a partir de ferro no precipitado, inicialmente a amostra
contendo acido fitico é tratada com solucdo de concentragdo conhecida de cloreto
férrico (FeCls), resultando na precipitacdo do complexo Fe-fitato. Posteriormente, o
complexo é separado do sobrenadante e tratado com solucdo concentrada de
hidroxido de sédio (NaOH), formando fitato de sddio (solavel) e hidroxido de ferro
(111 (pouco soluvel). O precipitado é filtrado e entéo solubilizado utilizando solugéo
de acido cloridrico (HCI). ApOs a reconstituicdo, a quantidade de ferro é
determinada por colorimetria utilizando o complexo formado com tiocianato de
amoénio (NH,SCN) (YOUNG, 1936). No caso da andlise do sobrenadante, €
determinada a quantidade de ferro residual. Makower (1970) utilizou orto-
fenantrolina (C12HsNz2), apos realizar a reducdo de Fe*® para Fe*?, como reagente
colorimétrico para determinacao do ferro.

Para a determinacao via fésforo, em geral, se utiliza a reacdo de azul de
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molibdénio. O método desenvolvido por Harland et al. (1986) utiliza uma purificacao
preliminar por troca ibnica, seguida de digestdo das amostras com acido sulfarico
e acido nitrico. Posteriormente, é realizada a reacdo de azul de molibdénio,
combinando a amostra ja digerida com uma solucdo de molibdato de aménio e
acido 1-amino-2-hidroxinaftaleno-4- sulfénico, o que resulta em um pico de
absorcao em 640 nm. Este procedimento é amplamente aceito e é considerado pela
Association of Official Analytical Collaboration (AOAC) o método oficial para
determinacao de teor de acido fitico em produtos alimenticios (HARLAND et al.,
1986).

Outra abordagem, utilizada em métodos colorimétricos, é o uso de reacdes
de complexacdo competitivas nas quais ions metalicos deixam o composto de
coordenacao inicial, para entdo formar um complexo mais estavel com o acido fitico
(MAROLT; KOLAR, 2020). O método de Wade é um dos mais amplamente
utilizados e aceitos como método de referéncia para sementes e alimentos
(KAHRIMAN, et al. 2019). Neste método, se utiliza o complexo Fe (Ill)-
sulfosalicilico, conhecido como reagente de Wade, que absorve em 500 nm.
Quando o reagente € adicionado em uma amostra que contém acido fitico, forma-
se o complexo Fe (lll)-fitato, que é mais estavel, o0 que gera uma diminuicao da
absorbancia, ja que o complexo colorido é desfeito (WADE; MORGAN, 1955)
(VAINTRAUB; LAPTEVA, 1988). O mesmo principio € aplicado utilizando o
complexo itrio (Ill)- 4-(2-piridilazo)resorcinol (PAR) que apresenta absorbéncia
maxima em 546 nm (MAYR, 1988) e o complexo Fe (ll1)-bi- piridina, com Amax em
em 519 nm (HAUG; LANTZSCH, 1983).

Um estudo realizado por Bebot-Brigaud (1999) avaliou a formacdo de
complexos de acido fitico com uma série de cations metalicos (Co?*, Ni?*, Cu?*, Zn?*
e Cd?") utilizando técnicas potenciométricas, espectrofotométricas e de ressonancia
magneética nuclear de fosforo-31 (3'P). Dentre os complexos avaliados, apenas o
complexo Co(ll)-fitato apresentou solubilidade em agua e uma absortividade molar
suficientemente alta para permitir analises espectrofotométricas detalhadas.
Observou-se que o complexo exibiu um pico de absorbancia em 515 nm para pH
abaixo de 7. Ja considerando valores de pH entre 7 e 10, observa-se um
deslocamento do maximo comprimento de onda de 515 nm para 550 nm, além de
ocorrer um aumento na absortividade molar para pH acima de 9. A aplicacéo do

complexo Co(ll)-fitato em métodos colorimétricos para determinacao de acido fitico
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nao foi avaliada no estudo em questao.

Considerando a auséncia de espectro de absorcédo caracteristico do acido
fitico na faixa do UV-Vis, optou-se por explorar a sua capacidade quelante e,
consequentemente, sua caracteristica de formar complexos estaveis com ions
metalicos (VASCA et al., 2002). O ferro, tanto na forma de Fe(ll) quanto de Fe(lll),
interage fortemente com o &cido fitico, formando complexos bastante estaveis,
tanto em solucdo quanto em estado solido (QUIRRENBACH, et al., 2009).

Diante dessas consideracfes, decidiu-se investigar a reacdo competitiva
entre o complexo Fe(lll)-fitato e Fe(lll)-tiocianato, através das modificacdes
observadas nos espectros de absorbancia. O complexo Fe(lll)-tiocianato € um
complexo conhecido por sua coloracdo avermelhada e por apresentar espectro de
absorbancia na regiao do visivel, proximo a 465 nm. A coloragdo do complexo é
dada pelo fenbmeno de absorcéo por transferéncia de carga, na qual a absorcao
de um foton resulta na transferéncia de um elétron do ion tiocianato para um orbital
caracteristico do Fe(lll) (SKOOG; WEST; JAMES, 2006). Desta forma, mantendo-
se constantes as concentragbes de ferro e tiocianato no meio, tem-se uma
diminuicdo na absorbancia conforme aumenta a concentracdo de acido fitico na
solucédo, estabelecendo uma relacdo inversamente proporcional entre acido fitico e

absorbancia.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Para o preparo das solucdes utilizadas na curva analitica, bem como no
preparo das demais solucfes aplicadas durante o desenvolvimento do trabalho,
utilizou-se agua ultrapura, proveniente de sistema de filtracdo de agua Milli-Q.

Os reagentes quimicos empregados no preparo de solu¢des foram: tiocianato
de amoénio P.A.(Neon), cloreto de ferro Il hexahidratado P.A./A.C.S. (Neon), acido
cloridrico 37% (Quimica Moderna), fosfato de sddio monobésico anidro (Synth) e
acido fitico, sal sodico hidrato (Sigma-Aldrich).

A pesagem dos reagentes foi feita utilizando balanca analitica da marca
Shimatzu, com precisdo de 0,0001 g e carga maxima de 220 g.

Todas as vidrarias utilizadas foram previamente limpas em banho de Extran
10% (v/v) e enxaguadas com agua ultrapura, proveniente de sistema de filtracao
Milli-Q.

As medicBes foram realizadas em espectrofotdmetro da marca Mettler Toledo,
modelo UV/VIS Excellence UV5. Utilizou-se o modo “Scanning” do aparelho, com
faixa de medida de 190 nm a 1100 nm. Para a analise de valores de absorbancia,
considerou-se o comprimento de onda de 465 nm. As leituras foram feitas com uma

cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm.

4.2 PREPARO DE SOLUCOES

As solugdes utilizadas na curva analitica e demais ensaios realizados durante
o trabalho foram preparadas conforme descrito abaixo:
e Acido fitico 0,05 mol L*: pesou-se cerca de 0,3300 g de &cido fitico, de
um lote de amostra, aqui identificado como A, que foi dissolvido em agua
e a solucéo foi avolumada para 10,0 mL, em baldo volumétrico.
e Cloreto férrico 0,1 mol LX: pesou-se e dissolveu-se cerca de 0,2700 g de
cloreto férrico em &gua, apds foi acrescentado 1 mL de acido cloridrico
3 mol Lt e a solucéo foi avolumada para 10,0 mL em balédo volumétrico.
e Acido cloridrico 3 mol L: diluiu-se 30,9 mL de &acido cloridrico para 100,0
mL com agua, em baldo volumétrico.

e Tiocianato de amonio: pesou-se cerca de 8,0000 g de tiocianato de
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amonio e dissolveu-se em agua, para 100,0 mL, em baldo volumétrico.

e Fosfato de sédio 0,1 mol L*: pesou-se 1,2000 g de fosfato de so6dio
monobasico anidro e dissolveu-se em agua até o volume de 100,0 mL,
em baldo volumétrico.

e Solucdes padrao de acido fitico: adicionou-se a um baldo 2 mL da
solucédo de &cido cloridrico 3 mol L%, 2 mL da solucéo de tiocianato de
amonio, 0,5 mL de solucéo de cloreto férrico 0,1 mol L e a quantidade
pertinente de solugdo de acido fitico 0,05 mol L, conforme especificado
na Tabela 1. A solucdo resultante foi avolumada com agua para o volume
de 100,0 mL, em baldo volumétrico. Imediatamente antes do uso, uma
pequena aliquota foi filtrada, utilizando-se funil e papel filtro e realizou-
se uma diluigdo 1:1 com agua.

e Solucéo Branco 1: adicionou-se a um baldo 2 mL da solucdo de acido
cloridrico 3 mol L%, 2 mL da solugéo de tiocianato de aménio, 0,5 mL de
solucdo de cloreto férrico 0,1 mol L. A solucédo resultante foi avolumada
com agua para o volume de 100,0 mL, em baldo volumétrico.

Imediatamente antes do uso, realizou-se uma dilui¢cdo 1:1 com agua.

Tabela 1: Preparo das solucdes da curva de calibracéo.

0 mol L* 37,5 50,0 62,5 75 ymol 87,5

(Branco pmolL?! pmolL?! pmollL? L Mmol L1
1)

HCI 3 mol L*? 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL

NH4SCN 2 mL 2 mL 2 mL 2mL 2 mL 2mL
Cloreto férrico 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5 mL 0,5mL 0,5mL

0,1 mol Lt
Ac. Fitico 0,05 - 150 uL 200 L 250 pL 300 L 350 pL
mol L*?

Fonte: Autora

A fim de avaliar a possivel presenca de ferro nos reagentes utilizados,
preparou-se também uma segunda solugdo em branco, denominada “Branco 27,
conforme a Tabela 2, sem a adicédo da solucéo de cloreto férrico 0,1 mol Lt. Apés,
a solucéo foi avolumada para 100,0 mL e foi realizada a diluicdo 1:1 imediatamente

antes da leitura.
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Tabela 2: Preparo da solucdo em branco 2.

Solucéo Volume
HCI 3 mol L? 2mL
NH4SCN 2mL

Cloreto férrico 0,1 mol L* -

Ac. Fitico 0,05 mol L* 250 uL

Fonte: Autora

4.3 ESTABILIDADE DA SOLUCAO

A fim de avaliar a estabilidade e as modificacBes que ocorrem nas solucdes
da curva de calibracdo, empregou-se a solucdo padrdo de concentracdo
62,5 umol L. As leituras ocorreram em 0, 10, 30, 50 e 60 minutos. Também foi feita
uma leitura apos 24h da preparacgdo. A etapa de filtracéo e diluicdo 1:1 foi realizada

imediatamente antes de cada leitura.

4.4 INFLUENCIA DO pH

A avaliacdo da influéncia do pH no espectro de absorbancia da solucéo foi
feita utilizando-se 3 solucdes, com trés valores de pH de 1, 2 e 3, todas com 62,5
umol Lt de &cido fitico. As solucdes foram preparadas conforme descrito na Tabela
3. A medicao do valor de pH foi realizada utilizando fita indicadora de pHde 0 a 2,5,
para as solucdes de pH 1 e 2, e fita indicadora de pH 0 a 6,0 para a solucao de pH
3.

Tabela 3: Preparo das solugdes utilizadas para investigacao da influéncia do

pH na absorbancia

Solucéo pH1 pH 2 pH3
HCI 3 mol L? 2mL 1mL -
NH4sSCN 2 mL 2 mL 2 mL

Cloreto férrico0,1 molL* 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Ac. Fitico 0,05 mol L'* 250 yL 250 uL 250 pL

Fonte: Autora
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As solucbes resultantes foram avolumadas para 100,0 mL em balédo
volumétrico. Apds o preparo, procedeu-se com a filtracdo e a diluicdo 1:1 com agua

e foi realizada a leitura no espectrofotdmetro.

4.5 SELETIVIDADE FRENTE A FOSTATO

A avaliacdo da seletividade do método frente ao ion fosfato foi realizada
através da comparacao dos espectro de absorbéncia obtido para a solu¢ao padréo
de 62,5 uymol L de acido fitico e outra solucédo de preparo idéntico, porém com a
adicdo de 0,5 mL da solucéo de fosfato de sédio 0,1 mol L1. Apds o preparo das
solucdes, foi realizada a etapa de filtracdo e diluicdo 1:1 e, em sequéncia, foram
realizadas as leituras conforme os parametros ja mencionados. A solucao final tem

uma concentragdo de 250 pmol L de fosfato.

4.6 CURVA DE CALIBRACAO

As solucdes padrdo da curva de calibracdo foram preparadas conforme
descrito no item 4.2.

Para verificar a linearidade do método proposto, foram realizadas 3 medidas,
sendo realizada a etapa de diluicdo 1:1 separadamente antes de cada medida. As
leituras foram realizadas no espectrofotdmetro utilizando o modo “Scanning” e

foram utilizados os valores de absorvancia obtidos em 465 nm.

4.7 APLICACAO DO METODO

A fim de verificar a aplicabilidade do método desenvolvido, foi preparada uma
solucdo com uma amostra de outro lote de acido fitico (lote B), com concentragéo
de 0,1 mol L1. Apds, essa solucéo foi diluida, utilizando preparo idéntico ao da
solucéo padrédo de concentragdo 62,5 umol L de acido fitico, utilizando 250 pL de
da solucéo de &cido fitico 0,05 mol L1, em um baldo volumétrico, além dos demais
reagentes. Foram entdo realizadas trés medidas de absorbancia no comprimento
de onda de 465 nm. A quantificacédo foi realizada a partir da curva de calibracao
construida com a amostra do lote A.

Para comparacao dos resultados, as amostras de &cido fitico dos lotes A e B,
foram analisadas por espectrometria de absor¢cdo molecular de alta resolucdo com

fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF MAS), através do monitoramento da



23

molécula diatbmica de PO. Através dessa técnica, foi feita a determinacdo a
concentracdo de fbésforo nas amostras. Para calibracdo foram empregadas
solu¢des padrdo de fésforo. Considerou-se que todo fosforo presente, tanto na

amostra quanto no padréo, provém do acido fitico.

4.8 ATIVIDADE EXTENSIONISTA

O projeto junto a empresa, iniciou-se com reunides de alinhamento, buscando
compreender as necessidades e expectativas para que estas pudessem ser
contempladas no método analitico, que visa a determinacao do teor de &cido fitico
na matéria-prima utilizada na producao de radiofarmacos.

Em outro momento, realizou-se um levantamento dos materiais e reagentes
ja utilizados no setor, para que o seu uso pudesse ser priorizado, evitando assim,
que o desenvolvimento do método se tornasse economicamente oneroso para a
empresa.

Além disso, a grande maioria dos testes e experimentos desenvolvidos
durante o trabalho foram realizados nas dependéncias da empresa, visando
garantir que o método se enquadrasse com a realidade pratica vivenciada no setor.

Por fim, foi realizada a etapa de divulgacdo do método desenvolvido para a
equipe do setor de controle da qualidade. Nesta etapa, os resultados obtidos, bem

como sugestdes relacionadas a melhorias do método foram apresentados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO

Inicialmente, foi definida a técnica a ser utilizada para o desenvolvimento do
método de determinacdo do teor de acido fitico na matéria-prima utilizada na
producdo de radiofarmacos, sendo escolhida a espectrometria de absorcao
molecular no UV-Visivel. Para tanto, considerou-se a facilidade de aplicacéo e o
baixo custo da técnica, bem como o0s recursos disponiveis nas instalacfes do
laboratério de controle de qualidade da industria em questdo, que dispde de
espectrofotobmetro em condi¢des de uso.

Para a determinacéo das concentracdes dos reagentes levou-se em conta 0s
seguintes pontos: a faixa de valor de absorbancia, visando obter um método em
gue ndo houvesse desvios da Lei de Lambert-Beer, o pH da solucédo e a
determinacdo dos reagentes que deveriam estar em excesso. Outro aspecto
importante observado no preparo da curva de calibracdo, foi a formacdo de um
precipitado fino, proveniente da complexacdo do Fe*3 pelo Acido fitico. A fim de
evitar a interferéncia do complexo na medida de absorbancia, adicionou-se a etapa
de filtracdo e a diluicdo 1:1. Com estes procedimentos, evitou-se o espalhamento
da luz pelas particulas em suspensao.

Os espectros de absorbancia obtidos para as solugdes utilizadas na curva de
calibracdo em comparacdo com o espectro de absorbancia da solucdo de
62,5 ymol L podem ser observados na Figura 3. Um ponto importante a ser
observado é a baixa transmitancia da solucéo de cloreto férrico 0,1 mol L1, que se
estende até um comprimento de onda de cerca de 450 nm, resultando em uma alta
absorbancia, sem picos bem definidos. Esta caracteristica € minimizada pela adicéo
de tiocianato de amoénio, que leva a formacdo do complexo que possui pico de
absorbancia bem definido, com maxima absor¢do proximo a 465 nm. Desta forma,
torna-se imprescindivel a adi¢cdo do ion tiocianato em excesso na solucéo, evitando

possiveis interferéncias em decorréncia da presenca do cloreto férrico em solucao.
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Figura 3: Espectros de absorbancia na regido do UV-Vis das solucdes utilizados na
preparacao da curva de calibragdo em comparagao com espectro do padréo de 62,5
umol L de &cido fitico.
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Fonte: Autora

A solucdo de &cido fitico 0,05 mol L apresenta alguns “ombros” de
absorbancia préximo de 200 nm e 280 nm, além de uma absorbancia diferente de
zero na regido de interesse, em 465 nm. Os demais reagentes adicionados néo
possuem absorbancia significativa em 465 nm. Observa-se que a solucédo padréo
de concentracdo 62,5 pmol L? de A&cido fitico possui uma regido de baixa
transmitancia até cerca de 250 nm, que coincide com a regido de baixa

transimitancia do tiocianato de amonio.
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Figura 4: Espectro da solucédo Branco 2, com 62,5 uymol L de &cido fitico, sem

a adicao de cloreto feérrico.
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Fonte: Autora

Na Figura 4, observa-se que ndo ha um sinal de absorbancia relevante em
465 nm o que indica que ndao ha contaminacdo por ferro nos reagentes
empregados. A contaminacéo por Fe3* pode tornar-se um possivel interferente, ja
que a concentracdo de Fe3* deve ser mantida constante entre todas as solucdes
utilizadas para a construcdo da curva analitica. Além disso, nota-se que nao ha a
presenca dos ombros no espectro da solucdo de &acido fitico de concentracédo
0,05 mol L1, observados na Figura 3. Isso indica que a regido de absorbancia em
290 nm observada no espectro da solugdo padrdo de 62,5 ymol L2, nédo é
decorrente do acido fitico isolado, mas sim, do complexo formado entre acido fitico

e Fe3*,

5.2 INFLUENCIA DO pH

Para avaliar a influéncia do pH na absorbancia, prepararam-se 3 solucdes
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com diferentes pH: 1, 2 e 3; sendo o pH 1 o habitual da curva de calibracao utilizada
no meétodo. Ao sobrepor os espectros obtidos, conforme Figura 5, observa-se uma
diminuicdo na absorbéancia na faixa de 465 nm conforme aumenta-se o pH, sendo

a solucéo de pH 3, a com menor absorbancia e a solugao de pH 1 a com maior.

Figura 5: Espectros de absorbancia da solucdo padrdo de 62,5 ymol L de

acido fitico em diferentes faixas de pH.
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Fonte: Autora

Na Figura 5, pode-se notar que néo se tem grandes modificagbes nos valores
de absorbancia quando comparados os espectros obtidos em pH 1 e 2. Para o pH
1, obteve-se um valor de absorbéancia de 0,43109 em 465 nm e de 0,40524 no pH
2, 0 que representa uma diminuicdo de 6,0% na absorbancia. Porém, ao
trabalharmos com a solucdo em pH 3, tem-se uma diminui¢c&o bastante significativa,
com valor de absorbancia de 0,16236, comprimento de onda de 465 nm, que
representa uma reducao de 62,3% em relacdo a absorbancia em pH 1. Além disso,
observa-se um leve aumento no pico presente na faixa de 290 nm. Isso se deve ao
fato de que conforme h& o aumento de pH, aumenta-se o grau de desprotonagao
do &cido fitico, aumentando a sua capacidade quelante.

Ao analisarmos os valores de absorbancia obtidos para cada pH percebe-se
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gue o pH 3 ndo se mostra muito adequado para a execucdo do método pois ndo ha
a formacéo de um pico bem definido, o que prejudica a identificacdo do ponto que
possui valor maximo de absorbancia. Apesar da pequena modificacdo nos valores
de absorbancia, quando comparados os espectros obtidosem pH 1 e 2,0 pH 1 se
mostra mais vantajoso, pois garante maior controle da reacdo de complexacéo e,
consequentemente dos espectros obtidos. Desta forma, empregou-se o pH 1 em

todas as andlises subsequentes deste trabalho.

5.3 ESTABILIDADE DAS SOLUCOES

O estudo da estabilidade das solucdes utilizadas para a confecgédo da curva
analitica tem por objetivo verificar a variagdo nos valores de absorbancia ao longo
do tempo. A partir destas informacdes, € possivel estimar o tempo ideal de leitura
da solucédo no espectrofotbmetro, bem como observar o progresso da reacao de

complexacédo do Fe3* pelo acido fitico ao longo do tempo.

A Figura 6, mostra os espectros obtidos em 0, 10, 30, 50 e 60 minutos, e
depois de 24 h da primeira leitura. Observa-se que ao longo do tempo, tanto o pico
observado em 465 nm, quanto o pico na regido de 290 nm diminuem.
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Figura 6: Espectros de absorbancia da solucdo padréo de 62,5 ymol L* ao

longo do tempo.
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O decaimento da absorbéncia pode ser associado a formacédo do complexo
pouco sollvel entre &cido fitico e Fe3*. O equilibrio da reacdo pode ser representado

da seguinte forma:
Fe>" + Acido fitco = Fe-fitato,q = Fe-fitato

A formacgé&o do sélido acaba deslocando o equilibrio da reacéo para a direita,
levando a maior complexacdo de ferro pelo &cido fitico ao longo do tempo. A
diminuicdo da absorbéancia na regido de 290 nm ajuda a confirmar esta hipotese, ja
gue também esta associada a presenca do complexo Fe-fitato em solucéo, sendo
a sua diminuig&o resultante da menor concentragdo do complexo no meio aquoso

ao longo do tempo, devido a precipitagéo.

A Figura 7 exibe, percentualmente, a modificacdo no valor da absorbancia em
465 nm ao longo do tempo. Observa-se que nos primeiros 30 minutos ha uma

gueda de 2,8% no valor da absorbancia.
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Figura 7: Sensibilidade relativa da solucéo padréo de acido fitico 62,5 umol L
ao longo do tempo.
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Fonte: Autora

Ja nos 30 minutos subsequentes, tem-se um decréscimo de cerca de 12%,
representando uma queda significativa no valor da absorbancia uma hora apo6s o
preparo da solucdo. Ao passar 24 horas, hd uma diminuicdo de mais de 50 % no
sinal medido em 465 nm, evidenciando a diminuigdo do teor de ferro na solugdo, em

decorréncia da precipitacdo do complexo Fe-fitato.

Observa-se ainda, que a tendéncia de diminuicdo na absorbancia nao exibe
comportamento perfeitamente linear. Por esse, motivo é importante que a leitura da
absorbancia durante a preparacdo da curva de calibracdo seja realizada

imediatamente apos a preparagdo da solugcdo, minimizando possiveis erros.

5.4 SELETIVIDADE FRENTE A FOSTATO

Ao longo da revisdo bibliografica, percebeu-se que um dos possiveis
interferentes na determinacao de &cido fitico sdo sais de fosfato inorgéanico, que sao
compostos presentes em estruturas vegetais. A matéria-prima utilizada e que se
pretende analisar, tem como fonte o arroz, logo, os fosfatos sdo uma das impurezas
gue poderia estar presente em sua composi¢ao. Diante desta observacao, decidiu-
se testar a seletividade do método proposto na presenca de fosfato inorgéanico na
solucao a partir da comparacao do espectro de absorbancia para duas solugdes.



31

A Figura 8 exibe a sobreposicdo entre 0s espectros obtidos para as duas
solucdes de preparo idéntico, com excecao da presenca de fosfato. Observa-se que
as curvas se sobrepbéem na regido de 465 nm, sem alteracdo significativa nos

valores de absorbancia.

Figura 8: Espectros de absorbancia da solugdo padrao de 62,5 uymol L de
acido fitico (preto) e da solucdo padrédo de 62 ymol L de acido fitico na presenca

de 250 ymol L de fosfato (vermelha).
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Fonte: Autora

A Unica modificacdo no espectro é uma leve diminuicdo da absorbancia na
regido de 290 nm, porém sem impactos para o comprimento de onda de interesse.
Desta forma, pode-se concluir que o método se mostra seletivo frente ao fosfato

inorganico.
5.5 CURVA ANALITICA

A curva analitica € composta por 5 pontos com concentracao de acido fitico
entre 32,5 ymol L* e 82,5 ymol L. O pH selecionado para a execucgédo da curva de
calibracéo foi o pH 1 e as leituras foram realizadas imediatamente ap0s o preparo

e diluicdo das solucdes padréo, conforme definido nas etapas de estudo de
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influéncia do pH e de estabilidade da solucéo.

Além da comparacao dos espectros de absorbancia obtidos entre os pontos,
também foi feita a comparacdo com a solucdo Branco 1, sem a presenca do acido
fitico. Os espectros obtidos entre 190 nm e 1100 nm podem ser observados na
Figura 9.

Figura 9: Espectros de absorbancia dos pontos da curva e do branco entre 190

nm e 1100 nm.
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Nos espectros exibidos na Figura 9, observamos a regido de baixa
transmitancia, proveniente da solucdo de tiocianato de amoénio, conforme ja
discutido anteriormente neste trabalho. Observa-se, também, a presenca de duas
regides de absorcao principais, a primeira proximo aos 290 nm e outra com maximo
de absorcdo em 465 nm. A partir de 600 nm, as solugdes apresentam absorbancia
préxima de zero. A Figura 10 traz os espectros de absorc¢do obtidos entre 250 nm
e 600 nm, a fim de melhor investigar as principais regides de absorcao das solucdes

gue compde a curva de calibracao.
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Figura 10: Espectros de absorbancia dos pontos da curva e do branco entre
250 nm e 600 nm.
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Fonte: Autora

Nos espectros exibidos na Figura 10, fica clara a relacdo inversamente
proporcional entre a concentracao de acido fitico e a absorbancia no comprimento
de onda de 465 nm, sendo o branco 1, sem a presenca de &cido fitico, a solugcéo
com maior valor de absorbancia e a solugdo com 82,5 ymol L't a com menor valor.
Isso refor¢ca que a absorbancia observada nesta regido nao provém do complexo
Fe-fitato, mas sim do complexo [Fe(SCN)s]. Além disso, percebe-se que a formacao
do complexo entre o ferro e o acido fitico € mais favorecida, ja que ocorre a

diminuicdo na absorbéancia.

A auséncia do pico de absorcao na regidao de 290 nm na solugcéo do branco,
demonstra que este pico esta relacionado ao complexo formado entre ferro e &cido
fitico. Nota-se, também, que a absorbéancia nesta faixa aumenta com a quantidade

de acido fitico adicionado. Além disso, observa-se um leve deslocamento
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hipsocrdomico associado ao aumento de acido fitico no meio, ou seja, 0 maximo de
absorbancia desloca-se para a regido do azul, em menores comprimentos de onda.
No ponto de maior concentracdo, jA ndo se observa a formagdo de pico bem
definido, podendo ser um indicativo de que a concentracéo limite de acido fitico foi

atingida.

As medidas para a construcédo da curva de calibracdo foram compiladas na

Tabela 4, juntamente com os valores de média e desvio padréo para cada ponto.

Tabela 4: Valores de absorbéancia obtidos para cada concentracéo e valores de
meédia, variancia e desvio padréo calculados.

Concentracdo Absorbancia Meédia Variancia Desvio Desvio
(umol/L) padréo padréo
relativo
87,5 0,22789 0,22523 9,08x10° 0,00301 1,34%
0,22585
0,22196
75 0,32284 0,31950 1,36x10° 0,00369 1,15%
0,32013
0,31554
62,5 0,40900 0,40323 2,84x10° 0,00533 1,32%
0,40219
0,39850
50 0,51671 0,51742 3,11x10° 0,00557 1,08%
0,52332
0,51224
37,5 0,61770 0,61255 2,00x10° 0,00448 0,73%
0,61036
0,60959
0 0,99352 0,99853 2,70x10° 0,00519 0,52%
1,00389
0,99819

Fonte: Autora

Ao analisar os dados obtidos, fica claro que conforme aumentam as
concentragbes de &cido fitico, os valores de absorbéancia obtidos diminuem.
Percebe-se que a absorbancia dos pontos varia entre 1 e 0,23. Pode-se observar
gue os valores de desvio padrdo encontrados sédo baixos, o que fica ainda mais
claro quando os valores de desvio padrao relativo (RSD) sdo analisados. Os valores

de RSD variaram entre 0,52 e 1,34%, indicando que o método apresenta precisao



35

satisfatoria.

Para avaliar a linearidade do método, foi tracada a curva de calibracdo. O

grafico obtido, bem como o ajuste linear, pode ser observado na Figura 11.

Figura 11: Curva de calibracéo para o acido fitico, em 465 nm.
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Através da curva de calibracdo obtida, percebe-se que existe uma relacdo
linear entre concentracéo de acido fitico e a absorbéancia, o que fica evidente através
do coeficiente de determinacgéo obtido, de 0,9972. Deste modo, percebe-se que é
possivel aplicar a lei de Lambert-Beer sem que haja desvios significativos na faixa

de trabalho definida.

A partir da equacéo da reta obtida, também é possivel determinar o limite de

deteccédo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ), através das férmulas

3S

LD = |—”
a

108

1= =]
a

onde Sy € 0 desvio padrdo de dez medidas do branco e a € a inclinacdo da reta.

Assim, foi obtido um LD de 1,9 ymol L* e um LQ de 6,5 umol L1. Os valores
indicam que a faixa de trabalho escolhida estd adequada, uma vez que as

concentragbes utilizadas na curva de calibracdo s&o superiores ao limite de
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quantificacdo. Além disso, o método possui boa sensibilidade, ja que apresenta um
baixo limite de deteccdo, sendo capaz de produzir resposta frente a pequenas

variacdes do analito.

5.6 APLICACAO DO METODO

Apoés a preparacdo da amostra (lote B), foram realizadas trés medidas de

absorbancia nas quais se obtiveram os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de absorbéancia da solu¢cdo amostra Lote B, em 465 nm.

Medida Absorbancia
1 0,41114
2 0,40695
3 0,40479
Média 0,40763
Desvio padrao 0,00323
Desvio padréo relativo 0,79%

Fonte: Autora

Observa-se que o RSD obtido para a amostra assemelha-se ao encontrado
para os pontos da curva, indicando uma boa consisténcia, mesmo quando usados

diferentes lotes da matéria-prima &cido fitico.

Os valores obtidos foram aplicados na equacdao da reta
y = —0,0078x + 0,9019, obtida pelo ajuste linear apresentado na Figura 11, onde a

variavel “y” representa o valor de absorbancia e a variavel “x” representa a
concentragdo em umol L1, Obteve-se uma concentracdo de 63,52 + 0,41 ymol L.
Considerando o procedimento de preparo e diluicdes, essa concentragao

corresponde a 101,6 £ 0,7 % de acido fitico na amostra do lote B.

Através da HR-CS GF MAS determinou-se a concentracéo de fésforo, o qual
foi usado para determinar o teor de acido fitico, assumindo que todo o fésforo
presente estava na forma de acido fitico. Foi encontrado um teor de acido fitico de

99,6 + 1,4 % (m/m) para o acido do lote A, usado para a construcdo da curva de
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calibracédo e desenvolvimento do método. Ja para amostra do lote B, foi encontrado
96,1 + 0,2 % de &acido fitico.

Comparando-se o teor de acido fitico encontrado na amostra do Lote B, pelos
meétodos colorimétrico e HR-CS GF MAS, observa-se uma diferenca de 5,5 %.
Aplicando o teste t-Student na porcentagem massica obtida em comparacao com o
valor de referéncia encontrado pela técnica de HR-CS GF MAS, foi obtido um valor
de t calculado de 14,44. Como o valor de t tabelado para um intervalo de 95% de
confianca e 2 graus de liberdade é 4,30, fica evidente que a variacdo encontrada é

estatisticamente significativa.

Ao analisarmos o resultado obtido, deve-se lembrar que o método utilizado
como padréo, ndo realiza diferenciacdes entre o acido fitico e outros interferentes
fosforados presentes na amostra, desta forma, para avaliar-se o método de forma
mais confidvel, se faz necesséario uma investigacdo mais aprofundada do real teor
de &cido fitico, tanto na amostra quanto no padréo, a fim de identificar possiveis

interferentes fosforados.
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6 IMPACTO NA CADEIA TECNOLOGICA

O teste de doseamento, juntamente com a identificacdo, constitui um
importante indicador de qualidade de uma matéria-prima, desempenhando papel
fundamental no controle de qualidade em industrias farmacéuticas. A relevancia
destes testes aumenta quando tratamos de insumos farmacéuticos ativos, ja que
neste caso, estes fatores estdo diretamente relacionados com a eficacia e qualidade

de uma preparacéao farmacéutica.

A implementacdo do método analitico proposto neste trabalho, impacta
diretamente a industria farmacéutica de radiofarmacos, tornando-se uma alternativa
para a determinacéo do teor de &cido fitico na matéria-prima utilizada na fabricacéo
de farmacos que tem o composto como principio ativo. O método analitico
representa um grande ganho para a qualidade, garantindo que os insumos atendam
os critérios especificados para a fabricacéo, o que reflete diretamente na eficacia e

qualidade do produto final.
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7 AVALIACAO DO IMPACTO ECONOMICO E AMBIENTAL DA PROPOSTA

O método proposto apresenta-se como uma alternativa de baixo custo para a
determinacdo do teor de &cido fitico na matéria-prima utilizada na fabricacdo de
radiofarmacos. Quando comparado com outros meétodos instrumentais, como
métodos cromatograficos, que apresentam altos custos associados a consumiveis
ou outros métodos espectrofotométricos, como a ressonancia magnética nuclear, a
espectrometria de absor¢cdo molecular no UV-Vis apresenta-se como uma opgao
mais econdmica. Além disso, possibilita a realizacdo da andalise nas dependéncias

da empresa, que possui 0 espectrofotbmetro em condi¢cdes de uso.

Contudo, é importante reconhecer que o método trard um aumento de custo,
mesmo que baixo, para o processo de analise da matéria-prima, ja que, atualmente,
nao existe nenhum método com o mesmo objetivo. Em especial, deve-se ressaltar
0s custos iniciais, referentes a implementacéo e validagdo do método na empresa,
principalmente relacionado ao tempo desprendido a realiza¢do da validacdo, bem
como a elaboracdo de documentacdes e etapas de regularizacao junto a ANVISA,
que se fazem necesséarias ja que se trata de insumo farmacéutico ativo. Além disso,
haverd necessidade de treinamentos técnicos junto a equipe para que o método

possa ser corretamente aplicado na rotina de analise.

Quanto aos impactos ambientais, 0 método proposto busca utilizar reagentes
guimicos em baixas quantidades e nédo faz uso de solventes organicos ou insumos
com alto grau de toxicidade. Além disso, o método proposto ndo faz uso de
equipamentos com alto gasto de energia, 0 que acarreta um menor impacto
ambiental. Ao longo do trabalho, todos os residuos foram corretamente descartados,
evitando a contaminacgéo do solo e de recursos hidricos. Desta forma, o método se
alinha aos principios da sustentabilidade e quimica verde, promovendo o uso

responsavel dos recursos e buscando o menor impacto ambiental possivel.
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8 IMPACTOS DA ATIVIDADE EXTENSIONISTA

Desde a concepcdo deste Projeto Tecnologico decidiu-se que haveria a
presenca de pratica extensionista, promovendo a integragdo entre O0s
conhecimentos adquiridos no ambito da universidade e as problematicas
vivenciadas no cotidiano do trabalho no laboratério de controle de qualidade de
uma industria de radiofarmacos. Desta forma, considerando as demandas trazidas
pela empresa, optou-se pelo desenvolvimento de um método analitico para a
determinacdo do teor na matéria-prima acido fitico, tendo em vista a importancia
da andlise de doseamento de um insumo farmacéutico ativo para a garantia de
gualidade do produto final.

Na etapa de planejamento, as conversas com 0s responsaveis pelo setor
foram fundamentais para a compreensdo das necessidades e expectativas da
empresa. Além disso, foram identificados os principais desafios relacionados ao
desenvolvimento do método, como a origem da matéria-prima utilizada na
fabricacao dos radiofarmacos e a auséncia de padrdes de referéncia. A etapa de
planejamento pode ser contabilizada como 4 horas de extenséo.

Além das reunifes, também se aproveitou o projeto ja existente na empresa,
denominado “Seminarios Cientificos”, que tem por objetivo promover encontros em
gue, mensalmente, um colaborador do setor de Controle de Qualidade da empresa
apresenta um seminario baseado em artigos cientificos, com tema relacionado ao
setor. No dia 09 de julho de 2024, foi realizada uma apresentacao de titulo “Acido
fitico - propriedades, aplicacdes e métodos de analise”, abordando as propriedades
guimicas, aplicacdes industriais e os metodos de analise do material. Além disso,
também foi exposto para os demais colaboradores os objetivos do projeto em
desenvolvimento. A preparacdo do seminario levou cerca de 10 horas e a
apresentacéo teve duracao de 2 horas, incluindo as discussoes.

Apé6s o seminario, foi aplicado um formulario de avaliacdo, no qual os
ouvintes puderam avaliar a sua percepc¢ao da apresentacéo. O formulario contava
com 5 perguntas:

1. Vocé acha que o seminario foi Gtil para compreender as
propriedades quimicas do acido fitico?
2. Como vocé avalia a sua compreensdo quanto aos impactos do

acido fitico na saude humana apoés participar deste seminario?
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3. Vocé compreendeu qual € o papel do acido fitico quando
aplicado em radiofarmacos?

4. Vocé acredita que o seminario abordou adequadamente 0s
desafios analiticos do &cido fitico?

5. Vocé se sente mais capacitado para discutir os conhecimentos
sobre &cido fitico apds esse seminario?

Além das perguntas, o formulario ainda contava com um espaco livre para
comentarios.

Observando as respostas dos 7 participantes, percebeu-se que 0 seminario
teve impacto positivo, aumentando a compreensao e a capacitacdo dos ouvintes
sobre o tema. Estima-se um total de 3 horas entre concepcao e avaliacdo do
formulario.

A partir do levantamento dos reagentes utilizados no laboratério foi possivel
utilizar apenas os materiais que o setor ja possuia e ndo houve a necessidade de
compra de nenhum reagente exclusivamente para o0 desenvolvimento ou
implementacdo do método. Um exemplo disso foi a incorporacdo das solucdes de
acido cloridrico 3 mol L e tiocianato de amodnio, que ja eram empregadas na
realizacdo de outras analises do laboratério. O levantamento de materiais, bem
como pesquisas relacionadas ao seu uso no método pode ser contabilizado como
aproximadamente 6 horas de extenséo.

Além disso, o0 método desenvolvido também utilizou como equipamento
principal o espectrofotdmetro de UV-Vis, que é um equipamento disponivel no setor
e que foi utilizado para a condugéo da grande maioria dos experimentos realizados
ao longo do trabalho. A realizacdo da parte experimental do trabalho dentro das
dependéncias da empresa possibilitou a melhor compreensdo da estrutura
disponivel, bem como a melhor percepcdo do impacto da implementacdo do
meétodo nas rotinas do setor. A etapa experimental pode ser contabilizada como 16
horas de extenséo.

Por fim, o trabalho desenvolvido foi socializado com a empresa, por meio de
uma reunido com a responsavel pelo setor de controle de qualidade, onde foram
apresentados os resultados encontrados, bem como possiveis pontos de melhoria
do método, visando que a futura implantacdo ocorra da melhor forma possivel e

gue seja bem-sucedida.
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9 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi desenvolvido um método analitico colorimétrico para a
determinacdo do teor de acido fitico em matéria prima utilizada na industria de
radiofdrmacos. A revisado bibliografica sobre as propriedades quimicas do acido fitico
e das diferentes técnicas de quantificacdo presentes na literatura foram
fundamentais para que o desenvolvimento de um método que explorasse
adequadamente as caracteristicas do analito, em especial, a sua capacidade de

formar complexos estaveis com cations metalicos.

A otimizag&o dos parametros demonstrou a importancia do controle do tempo
para a realizacdo das medidas de absorbancia apds o preparo das solu¢des, bem
como o controle do pH do meio. Além disso, 0 método proposto mostrou-se seletivo
frente ao ion fosfato. Esse resultado é bastante relevante, dada a presenca de
fosfatos em matrizes vegetais, de onde é extraida a matéria-prima em questao,

podendo se tornar um possivel contaminante.

Os resultados obtidos para uma amostra de lote diferente, quando
comparados com 0s obtidos por técnica comparativa, demonstram que o método
ainda precisa de otimizacdo. A auséncia de um padrdo de referéncia no mercado e
os resultados observados demonstram que mais estudos relacionados a possiveis
contaminantes do lote utilizado como padrdo se fazem necessarios para que o

método possa ser validado e implementado na empresa de forma satisfatéria.
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10 ETAPAS FUTURAS

Como etapa futura deste trabalho, pretende-se executar as medicbes da
curva analitica também nos valores de pH 2 e 3, visando uma avaliacdo mais
detalhada sobre os efeitos da variacdo desse parametro, em especial sobre a
linearidade e a sensibilidade. Além disso, sera realizada uma investigacdo mais
aprofundada quanto a pureza do lote A e B, por meio de técnicas analiticas
complementares, para a quantificacédo e identificacdo de possiveis contaminantes.
Através das analises em questdo, sera possivel a determinacéo do teor real de
acido fitico da amostra. Por fim, pretende-se investigar a seletividade do método

frente a outros possiveis contaminantes encontrados.
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