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Um método espectrofotométrico UV/Vis foi desenvolvido e validado para a determinacdo de
pirroloquinolina quinona sal dissodico (PQQ-2Na) em céapsulas e injetaveis de uso humano. A PQQ-2Na
foi quantificada por espectrofotometria direta (no espectro de ordem zero), no seu “maximo de absorgdo a
248 nm, utilizando agua purificada como solvente. A avaliagdo dos parametros analiticos seguiu as
diretrizes estabelecidas na Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n® 166 de 24 de julho de 2017 da
ANVISA, Instituto Nacional de Metrologia Normalizac¢ao e Qualidade Industrial INMETRO), bem como
os guias internacionais, Q2(R1) do International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) e Official Methods of Analysis da AOAC INTERNATIONAL. O
método demonstrou linearidade na faixa de concentracdo de 5,0-25,0 pg/mL, com um coeficiente de
correlagdo (r) superior a 0,990. Os limites de quantificacdo e deteccdo foram determinados em 0,36 pg/mL
e 0,12 pg/mL, respectivamente, evidenciando a sensibilidade do método. A precisdo foi estabelecida com
um desvio-padrao relativo (DPR) inferior a 1,9%, com recuperagdo de 100,45+ 0,0250, dentro dos limites
aceitaveis. O método proposto foi seletivo, uma vez que os excipientes ndo interferiram na determinagéo
de PQQ-2Na. O método também demonstrou robustez, ndo apresentando interferéncias significativas
dentro da faixa de variacdo dos fatores estudados sob o teor de PQQ-2Na. Em suma, o método desenvolvido
e validado mostrou-se confiavel, simples, econdmico e de rapida aplicacdo, facilitando sua utilizagdo em
analises de rotina em laboratorios de controle de qualidade.

Palavras-chave: PQQ, controle de qualidade, espectrofotometria UV/Vis.

A UV/Vis spectrophotometric method was developed and validated for the determination of
pyrroloquinoline quinone disodium salt (PQQ-2Na) in capsules and injectables for human use. PQQ-2Na
was quantified by direct spectrophotometry (in the zero-order spectrum) at its absorption *maximum of
248 nm, using purified water as the solvent. The evaluation of the analytical parameters followed the
guidelines established in the Collegiate Board Resolution (RDC) No. 166 of July 24, 2017, by ANVISA,
National Institute of Metrology, Standardization and Industrial Quality (INMETRO) as well as the
international guidelines, Q2(R1) of the International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) and Official Methods of Analysis of AOAC
INTERNATIONAL. The method demonstrated linearity in the concentration range of 5.0-25.0 pg/mL,
with a correlation coefficient (r) greater than 0.990. The limits of quantification and detection were
determined to be 0.36 pg/mL and 0.12 pg/mL, respectively, demonstrating the sensitivity of the method.
Precision was established with a relative standard deviation (RSD) below 1.9%, with a recovery of
100.45+ 0.0250, within acceptable limits. The proposed method was selective, as the excipients did not
interfere with the determination of PQQ-2Na. The method also demonstrated robustness, showing no
significant interference within the variation range of the studied factors in the PQQ-2Na content. In
summary, the developed and validated method proved to be reliable, simple, economical, and quick to
apply, facilitating its use in routine analyses in quality control laboratories.

Keywords: PQQ, quality control, UV/Vis spectrophotometry.
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1. INTRODUCAO

Suplementos alimentares sdo produtos que contém nutrientes, substancias bioativas, enzimas
e probidticos, isolados ou combinados, disponivel em diversas formas farmacéuticas e destinados
a individuos saudaveis com o propoésito de complementar a alimentagao [1].

Nos ultimos 20 anos, observou-se um crescimento expressivo no uso de suplementos
alimentares, oferecendo aos consumidores uma ampla variedade de produtos, marcas e
formulagdes, disponiveis em diversos canais de venda ¢ marketing [2]. Esse crescimento ¢é
impulsionado pela busca por mais saude, pela prevengdo de deficiéncias nutricionais e pela
melhoria do bem-estar. Um dos fatores que sdo importantes para essa tendéncia ¢ a dificuldade
de muitas pessoas em obter todos os nutrientes necessarios apenas por meio da alimentagao,
especialmente devido ao aumento do consumo de dietas ricas em gorduras, alimentos
ultraprocessados e bebidas com adi¢do de agucares [3]. Os principais motivos para o uso de
suplementos incluem o fortalecimento da satide imunoldgica (36%) e a manuteng¢do do bem-estar
geral (44%) [4].

O aumento na demanda por suplementos alimentares ¢ impulsionado, em grande parte, pelas
redes sociais, que facilitam a acessibilidade a compra. Contudo, essa popularidade também
apresenta desafios significativos para a fiscalizac@o, tornando-se um obstaculo na precaucdo da
adulteracdo desses produtos. Este cenario ndo apenas aumenta os riscos a saude dos
consumidores, mas também resulta em prejuizos financeiros. Assim, ¢ crucial implementar novos
métodos analiticos, que sejam robustos e eficazes, além de intensificar a fiscalizacdo por parte
das autoridades para assegurar a qualidade desses suplementos no mercado nacional [5, 6].

A Pirroloquinolina quinona (PQQ; acido 4,5-dihidro-4,5-dioxo-1H -pirrolo [2,3-f] quinolina-
2,7,9-tricarboxilico) e seu sal dissddico e seu sal dissédico (PQQ-2Na) (Figuras la e 1b) é uma
quinona com solubilidade em agua. Produzida por diversas espécies bacterianas e por plantas [7],
possui potente agdo antioxidante, anti-inflamatoéria e induz a biogénese mitocondrial [8]. Possui
propriedades neuroprotetoras [9], além de contribuir na diminui¢ao da peroxidacao lipidica [10]
e atuar como cofator para algumas enzimas bacterianas. Em mamiferos, a principal via de
obtengdo da PQQ ¢ através da dieta [11].

(a)
Figura 1:Estruturas quimicas do pirroloquinolina quinona (PQQ) - na forma oxidada: (a) PQQ na sua
forma acida: Mostra as trés carboxilas (-COOH) e seus respectivos valores de pKa (3,16, 3,69 e 4,26).

Nesta forma, as carboxilas estao protonadas. (b) PQQ na sua forma dissodica (PQQ-2Na):Duas das trés
carboxilas estdo ionizadas, formando o sal dissédico (com ions Na * associados). Nesta forma, as
carboxilas estdo desprotonadas. Fonte: Chemicalize (https://chemicalize.com/app/calculation ).

(b)

Diversos métodos analiticos para determinacdo de PQQ, em diferentes matrizes, foram
publicados na literatura cientifica. Entre eles, destacam-se métodos que utilizam a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinar a PQQ no plasma humano e em produtos
alimenticios [12-14], a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas para analise
em produtos alimenticios [15], os métodos enzimaticos baseados na quantificagdo da atividade
enzimatica da Escherichia coli GDH em matérias-primas e alimentos [16] e a eletroforese capilar
de zona [17]. Até o momento, ndo ha métodos validados na literatura para determinagdo de PQQ
em suplementos alimentares utilizando espectrofotometria UV/Vis de ordem zero. Diante dessa
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lacuna, o desenvolvimento e validagdo desse método representam uma abordagem inovadora,
destacando-se por sua simplicidade, rapidez, viabilidade econdmica e sustentabilidade, ja que
dispensa o uso de grandes quantidades de solventes organicos ou equipamentos de alto custo.
Além disso, a técnica facilita a fiscalizagdo e o controle de qualidade, contribuindo para a
seguranca do consumidor e a integridade do mercado. Assim, este estudo preenche uma lacuna
metodoldgica e oferece uma ferramenta pratica e acessivel para analise de PQQ-2Na, promovendo
avangos no campo de suplementos alimentares.

Sendo assim, o objetivo deste estudo consistiu em desenvolver e validar um método analitico
inovador, simples, rapido, seletivo, economicamente viavel e sustentdvel (ecologico) para a
determinacdo de PQQ-2Na em formulagdes farmacéuticas industriais e magistrais,
comercializadas como suplementos alimentares, destinadas ao uso humano, empregando a
espectrofotometria UV/Vis. O método proposto foi concebido para ser simples, sensivel e rapido,
com o intuito de oferecer uma abordagem qualitativa e quantitativa para a analise desse composto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

Para o desenvolvimento e¢ validagdo do método analitico utilizou-se uma matéria-prima,
PQQ-2Na, com elevado teor de pureza (98,9%). ApoOs passar por processos de caracterizagao,
conforme preconizado pelas farmacopeias brasileira e europeia [18, 19], a substancia foi
qualificada como substancia quimica de referéncia caracterizada (SQC), uma vez que ndo existe
comercializagdo disponivel da substincia quimica de referéncia. Os testes realizados incluiram
espectroscopia UV-Vis, infravermelho (IV), ressondncia magnética nuclear (RMN), difragdo de
raio-X, termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC), os quais
confirmaram a identidade, pureza e estabilidade da PQQ-2Na. Amostras comerciais na forma de
capsulas e injetaveis foram adquiridas no comércio nacional. Como solvente, foi empregada agua
purificada obtida pelo sistema purificador de 4gua, osmose reversa, OS50 LX — Gehaka® (Sdo
Paulo, Brasil). Os excipientes utilizados no estudo de seletividade foram celulose, croscamelose
sodica, lauril sulfato de sodio, dioxido de silicio e talco da empresa Purifarma®.

2.2 Equipamentos

O método foi desenvolvido empregando o espectrofotdmetro UV-Vis ThermoScientific®
modelo evolution 60®, (Madison-WI, EUA) operado pelo software VisioNlite® na faixa de
200-400 nm. Para o preparo das solugdes, foi utilizada uma balanga analitica eletronica AUY?220
(Shimadzu®, Sdo Paulo, Brasil) e um sonicador Ultracleaner 1400 (Unique®, Sdo Paulo, Brasil).

2.3 Validacio do método espectrofotométrico para a determinacio de pirroloquinolina
quinona

O método espectrofotométrico foi validado de acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n°® 166 de 24 de julho de 2017 da Anvisa [20], INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia Normalizacdo e Qualidade Industrial) [21], bem como os guias internacionais, Q2(R1)
do International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use — ICH [22] e Official Methods of Analysis (Appendix F) da AOAC
INTERNATIONAL [23]. Os pardmetros avaliados incluiram a linearidade, precisdo, exatiddo,
limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ), seletividade e robustez.

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando os programas Microsoft Excel®
(Microsoft, Washington, EUA), OriginPro®, versio 8.5 (OriginLab, Reino Unido) e TIBCO
Statistica® Ultimate Academic 14.0 (StatSoft, Sdo Paulo, Brasil).
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2.3.1 Preparagdo da solug¢do-estoque do padrdo e amostra comercial

A solugdo-estoque da SQC da pirroloquinolina quinona sal dissédico (PQQ-2Na) foi
preparada pesando analiticamente 10,0 mg, os quais foram transferidos para baldes volumétricos
de 200,0 mL. Os volumes foram completados com agua purificada para atingir uma concentragao
final de 50,0 pg/mL. Uma solucdo-estoque contendo 10,0 pg/mL de PQQ-2Na foi preparada e,
em seguida, submetida a sonica¢do em agitacao ultrassonica por 15 minutos para obtengdo da
solugdo final. Esta solucdo foi utilizada para realizar uma varredura espectral na faixa de 200 a
400 nm, a fim de determinar os comprimentos de onda apropriados para a analise da substancia
em questao.

Para preparar a solugdo-estoque da amostra comercial em capsulas, determinou-se o peso
médio de 20 capsulas de PQQ-2Na, contendo 10 mg do principio ativo cada, completadas com
excipiente (celulose microcristalina). O conteudo das capsulas foi homogeneizado com um gral e
pistilo. Em seguida, uma quantidade de p6 equivalente a 10,0 mg de PQQ-2Na foi transferida
para um baldo volumétrico de 200,0 mL, ¢ o volume foi completado com agua purificada,
resultando em uma solu¢do com concentragdo de 50,0 pg/mL de PQQ-2Na. Esta solugdo foi
submetida a uma agitacdo ultrassonica por 15 minutos para garantir a completa solubiliza¢ao do
principio ativo.

Para as amostras comerciais injetaveis, que consistiam em uma solucio aquosa contendo 5 mg
de PQQ-2Na em 2 mL, uma aliquota dessa solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de
100,0 mL, e o volume foi completado com agua purificada, resultando em uma solugdo com
concentracdo de 50,0 ug/mL PQQ-2Na. Essa solugdo foi submetida a uma agitagao ultrassdnica
por 15 minutos para garantir homogeneidade e solubiliza¢do adequada. Em seguida, uma aliquota
de 1,5 mL dessa solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, e o volume foi
completado com agua purificada, obtendo-se uma concentragdo final de 15 ug/mL para analise.

2.3.2 Pardametros analiticos

2.3.2.1 Linearidade

A linearidade, definida como a capacidade do método de produzir resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito presente na amostra [20], foi avaliada construindo-se trés
curvas analiticas para a SQC da PQQ-2Na, em nove niveis de concentragdes diferentes, variando
de 5,0 a 25,0 ug/mL e seguindo a Lei de Lambert-Beer. Cada determinagdo foi realizada em
triplicata.

As curvas analiticas foram construidas a partir das absorbancias obtidas nos espectros de
ordem zero em 248 nm. Os resultados foram avaliados estatisticamente, de acordo com o
preconizado pelo guia n° 10/2017 - Guia para Tratamento Estatistico da Validagdo Analitica da
Anvisa [24], através da determinagdo do coeficiente de correlagdo (1), analise de outliers (teste de
Grubbs) [24], confirmacdo da homocedasticidade dos dados (teste de Cochran), teste F da analise
de variancia (ANOVA) e avalia¢do da normalidade dos residuos (Teste de Shapiro-Wilk). Todos
os testes estatisticos foram realizados com nivel de significancia a= 0,05. As equagdes das retas
foram determinadas pela andlise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO).

2.3.2.2 Limite de Detecgdo e Limite de Quantificacdo

Os limites de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) da PQQ foram obtidos a partir das curvas
de calibrag@o da substancia, utilizando o desvio padrdo do intercepto (SD) e a média dos valores
de inclinagdo das curvas analiticas (a), conforme apresentado nas equagdes (1) e (2).

(1) LD=3,3xSD
a

(2) LQ =10,0 x SD
a
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2.3.2.3 Precisdo

Os estudos de precisao foram conduzidos para determinar a confiabilidade do método analitico
projetado, avaliando-se a repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo intermediaria (precisao
interdia). A precisdo foi demonstrada através do calculo do desvio padrao relativo (DPR) entre as
analises realizadas, tanto na repetibilidade quanto na precisao intermediaria.

A repetibilidade foi avaliada a partir da analise de seis solugdes preparadas individualmente,
na concentracao de 15,0ug/mL, utilizando a mesma instrumentagdo, o mesmo analista e realizadas
no mesmo dia. Para a precisdo intermediaria, o mesmo procedimento foi seguido, mas realizado
por 3 analistas diferentes em trés dias distintos. As solugdes analisadas foram obtidas a partir de
dilui¢des da solucdo-estoque da amostra comercial, conforme descrito na Segdo 2.3.1.

2.3.2.4 Robustez

A robustez refere-se a capacidade de resistir a pequenas e intencionais variagdes nas condi¢des
analiticas. A robustez do método proposto foi avaliada utilizando um planejamento fatorial 2%, no
qual sdo analisados 3 fatores em dois niveis: nivel superior (+) e nivel inferior (-), totalizando
8 experimentos. Os trés fatores escolhidos (variaveis independentes) que podem afetar o teor de
PQQ-2Na (variavel resposta) dentro do método analitico desenvolvido foram: comprimento de
onda (A), tempo de sonicagdo (B) e temperatura (C), e os respectivos niveis estdo apresentados
na Tabela 1.

Este ensaio foi realizado em triplicata na concentragdo de 15,0 ug/mL da amostra comercial
de pirroloquinolina quinona, preparada conforme descrito no item 2.3.1. As respostas analiticas
obtidas de cada experimento foram expressas em porcentagem de teor.

Tabela 1: Fatores e niveis de variagdo utilizados na robustez, de acordo com o método fatorial em dois

niveis 2°.
. Condicao Condicao Condicao
Fatores Unidade variada (-) normal variada (+)
Comprimento de onda (X1) nm. 246 248 250
Tempo de sonicagdo (X2) min. 13 15 17
Temperatura do ambiente (X3) °C 28 30 32

A significancia dos efeitos foi interpretada estatisticamente e graficamente a partir da Analise
da Varincia (ANOVA) e do diagrama de Pareto, utilizando o sofiware TIBCO Statistica®
Ultimate Academic 14.0 (StatSoft, Sao Paulo, Brasil).

A matriz de planejamento fatorial 23, utilizada na avaliagdo de robustez, foi construida
considerando todas as combinagdes possiveis entre os niveis e os fatores, conforme apresentado
na Tabela 2.

Tabela 2:Combinagdo do planejamento fatorial 2° aplicadas na robustez.

Experimentos X1 X2 X3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
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2.3.2.5 Exatiddo

A exatiddo, expressa em porcentagem, foi avaliada por meio da adicdo e recuperacdo de
quantidades crescentes e conhecidas de solucdo padrao de PQQ-2Na (5,0; 10,0; 20,0 pg/mL)
respectivamente, nas solu¢des de amostra comercial, com concentragdo fixa (5,0 pg/mL). Foram
preparadas solugdes de amostras fortificada de solugdo padrdo, cujas concentragdes finais
esperadas foram: 10,0; 15,0; e 25,0 pg/mL. O teste foi realizado em triplicata, e a porcentagem
de recuperagdo foi calculada conforme indicado pela AOAC INTERNATIONAL [23],
empregando a Equacao (3)

Ca—Cs
Ct

3) %R:[ ]x100

Onde R: recuperagdo; Ca: concentragdo de farmaco encontrada na amostra adicionada de
padrdo; Cs: concentracdo de farmaco encontrada na amostra ndo adicionada de padrdo e Ct:
concentracdo tedrica de padrdo adicionada a amostra.

Foi determinada a porcentagem de recuperagdo para cada nivel de concentragdo, juntamente
com os respectivos desvios padrao relativos (DPR).

2.3.2.6 Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela avaliagdo da interferéncia dos adjuvantes
presentes nas capsulas, conferida sob o comprimento de onda de interesse analitico, isto é, em
248 nm, a fim de verificar se neste comprimento de onda haveria sobreposi¢ao de bandas oriundas
dos excipientes que pudessem somar com a absorbancia das amostras. Assim, para essa analise,
foi preparada uma solug¢do placebo contendo os excipientes mais comuns empregados nas
formulagdes de PQQ-2Na de uso oral. A solugdo placebo foi preparada contendo uma mistura
dos adjuvantes, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Formulagdo da solugdo placebo.

Excipientes Proporcio (%)
Celulose 87,5
Croscarmelose sodica 3,0
Lauril sulfato de sodio 1,5
Didxido de silicio 3,0
Talco 5,0

2.4 Aplicabilidade do método desenvolvido e validado

Com o intuito de avaliar a eficiéncia do método proposto, foram analisadas quatro amostras
comerciais distintas, de uso oral e injetavel, na concentragdo de 15,0 pg/mL conforme descrito no
item 2.3.1. Os teores de PQQ-2Na das 4 solugdes foram determinados a partir da equagao da reta
da regressdo linear da curva de calibragao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecao do solvente e comprimento de onda

Considerando que a agua purificada ¢ um solvente de baixo custo, de facil acesso e gera poucos
residuos quimicos, a d4gua proporcionou também uma excelente solubilizacdo da PQQ-2Na e nao
dos excipientes e, principalmente, ndo apresenta absor¢do na faixa de comprimento de onda
analisada (200 - 400 nm), pois apresenta UV CutOff de 190 nm, e por isso foi selecionada como
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o solvente ideal para metodologia escolhida. A Figura 2 ilustra o perfil espectral da PQQ-2Na no
modo varredura (200 a 400 nm), empregando 4dgua purificada como solvente.

248 nm —PaQ 15 ugmL

0,8 4

0,6 4

Absorbancia

04

0,2

0,0

¥ T 2 T Y T g
200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 2: Espectro de absor¢do na ordem zero de POQ-2Na. Fonte: OriginPro®8.5.

A partir do espectro de ordem zero de PQQ-2Na (Figura 2), foi escolhido o comprimento de
onda de 248 nm, pois esta regido apresentou maxima absor¢ao de PQQ-2Na no UV, além de ndo
apresentar interferéncia dos outros componentes da matriz, conforme demonstrado adiante, no
parametro da seletividade do método (se¢do 3.2.4). Portanto, em 248 nm, foi possivel a
determinagdo de PQQ-2Na.

3.2 Validacao do Método Analitico

3.2.1 Linearidade, Limite de Detec¢do (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

A média das curvas analiticas de PQQ-2Na, apresentada na Figura 3, foi obtida por meio da
analise de regressdo linear, plotando as absorbancias obtidas no eixo y versus as diversas
concentragdes (5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 17,5; 20,0; 22,5; 25,0 ug/ mL) no eixo x.

1,8000 -+
1,6000 -
1,4000 -
1,2000 -
1,0000 -
0,8000 -
0,6000 -
0,4000 -
0,2000 -

0,0000 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Concentracao

Figura 3: Curva analitica da pirroloquinolina quinona obtida no espectro de ordem zero em 248 nm.

y =0,0672x + 0,0133
r=0,9999

Absorbancia




E.P. Machado et al., Scientia Plena 21, 087201 (2025) 8

Os resultados da analise de regressao linear estdo apresentados na Tabela 4. A curva analitica
apresentou coeficiente de correlag@o superior a 0,990, conforme exigido na RDC 166/2017 [20].
Isso demonstra que existe uma correlacdo linear significativa entre a resposta analitica
(absorbancia) e a concentracdo do analito, no intervalo de 5,0 a 25,0 pg/mL, permitindo uma
quantificagdo precisa em diferentes niveis de concentragao.

Tabela 4: Dados obtidos a partir da curva analitica de pirroloquinolina quinona nos pardmetros de
linearidade, limites de detec¢do e quantificagdo.

Parametros Resultados
A (nm) 248
Faixa de linearidade (ug/mL) 5,0-25,0
Equacdo: y=ax+b y =0,0672x + 0,0133
Coeficiente de correlacdo (r) 0,9999
LD (pg/mL) 0,12
LQ (ug/mL) 0,36

Abreviaturas: (A) Comprimento de onda; (LD) Limite de detecgdo; (LQ) Limite de quantificacdo.

Para a verificacdo da auséncia de outliers, realizou-se o teste de Grubbs. Neste teste, foram
analisados os valores, minimos (Yminimo) € Maximos (ymaximo), para cada nivel de concentracao da
curva analitica de PQQ, ao nivel de significancia de 5,0%. Conforme apresentado na Tabela 5, os
valores de Gealculadomix) < Geritico © Glaleuladomin) < Geritico, €M cada nivel de concentrag@o,
demonstrando, assim, a auséncia de outliers nos dados apresentados.

Tabela 5: Teste de Grubbs em cada nivel de concentragdo para verificagdo de outliers no estudo da
linearidade do método.

Concentracgio o Desvio Teste de Grubbs®
(ng/mL) Yemiximo) ¥ (minimo) Media Padrao Gealculado(max)  Glealculado(min.)
5,0 0,345 0,340 0,343 0,00265 0,756 1,134
7,5 0,528 0,519 0,523 0,00458 1,091 0,873
10,0 0,696 0,678 0,686 0,00929 1,112 0,825
12,5 0,863 0,836 0,850 0,01350 0,987 1,012
15,0 1,028 1,021 1,024 0,00361 1,109 0,832
17,5 1,217 1,178 1,194 0,02042 1,126 0,784
20,0 1,399 1,353 1,371 0,02479 1,143 0,713
22,5 1,533 1,521 1,526 0,00643 1,141 0,726
25,0 1,692 1,679 1,685 0,00656 1,067 0,915

AGeritico= 1,15, para um tamanho de amostra (N) de 3 e com nivel de significancia de 5,0%.

A homoscedasticidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Cochran, cujos resultados
estdo apresentados na Tabela 6. Conforme observado, o valor de Ceaiculado < Ceritico, indicando que
a variancia dos resultados de y ¢é constante para cada nivel de concentragdo (dados
homocedasticos), permitindo assim a aplicagdo do método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO).
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Tabela 6: Resultados da andlise estatistica para linearidade do método espectrofotométrico proposto.

Testes Estatisticos PQQ-2Na
Teste de Cochran
Cealculado 0,027
Clritico® 0,478
Test F (ANOVA)
Fealculado 31472,77
Flitico” 4,242
Teste de Shapiro-Wilk
W alculado 0,935
W eritico® 0,923

Abreviatura: (PQQ-2Na) Pirroloquinolina Quinona Sal Dissddico.

*Ceritico= 0,478, para amostra com 9 pontos de calibragdo, 3 medi¢cdes em cada ponto, com nivel de
significancia de 5,0%.

®Furitico= 4,242 nos graus de liberdade (GL) especificados, GL; =1 e GL,=25, e com nivel de significancia
de 5,0%.

Weritico= 0,923, para um tamanho de amostra (N) de 27 ¢ com nivel de significancia de 5,0%.

Conforme os resultados mostrados na Tabela 6, o valor de Ftaiculado > Feritico, cOnfirmando a
significancia do coeficiente angular (coeficiente angular diferente de zero). Portanto, assume-se
que y varia efetivamente em fun¢do de x, comprovando assim a linearidade do método.

A linearidade também foi verificada por meio da avaliagao visual do grafico de residuos,
gerados na analise de regressdo linear. Na Figura 4, observa-se a distribui¢do homogénea dos
residuos, proxima ao eixo zero, indicando que variancia dos residuos € constante nos diferentes
niveis de concentragdo (homocedasticidade).

Como mostrado na Tabela 6, o valor de Weaicuiado > Weritico indica que todos os residuos gerados
nas analises apresentaram uma distribui¢do normal. Portanto, os resultados apresentados
confirmaram que o método desenvolvido para determinagdo de PQQ-2Na foi linear dentro da
faixa de concentracdo estudada (5,0— 25,0 ug/mL).
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0,01 - e o o
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Figura 4: Distribui¢do dos residuos em fun¢do da concentragdo da POQ-2Na em 248 nm.
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Os valores de LD e LQ estdao apresentados na tabela 4. A partir da curva analitica, obteve-se
os limites de detec¢do de 0,12 pg/mL e de quantificagdo de 0,36 pg/mL, assegurando que o
método proposto apresenta boa sensibilidade e que pode detectar e quantificar a PQQ-2Na em
formulagdes orais e injetaveis, em uma ampla faixa de concentra¢do ¢ com seguranga.

3.2.2 Precisdo

Os resultados obtidos nos ensaios de repetibilidade e precisao intermediaria de PQQ-2Na estao
apresentados na Tabela 7.

Conforme verificado, os resultados demonstraram que os valores de DPR ficaram abaixo do
limite maximo recomendado de 1,9%, conforme AOAC INTERNATIONAL [23]. Portanto, o
método por espectrofotometria de ordem zero para determinagdo de PQQ-2Na, apresentou uma
precisao adequada, garantindo a confiabilidade na determinagao do PQQ-2Na.

Tabela 7: Resultados do ensaio de precisdo de PQQ-2Na utilizando o método espectrofotométrico
proposto.

Teor encontrado (%) = DPR (%)

Amostra  Concentraciio Repetibilidade® Precisao

comercial tedrica (ug/mL) intermediaria®
Dia Dia 2 Dia 3
PQQ-2Na 15,0 98,63 99,21 98,43
+
+0,007 + 0,001 + 0,009 98,330,002

Abreviaturas: (PQQ-2Na) Pirroloquinolina Quinona Sal Dissddico; (DPR) Desvio Padrao Relativo.
aM¢édia de 6 determinagdes realizadas no mesmo dia.
"Média de 18 determinacdes realizadas por 3 analistas diferentes em trés dias distintos.

3.2.3 Exatiddo

A exatiddo do método espectrofotométrico foi confirmada por meio de testes de recuperagaio,
evidenciando a concordancia entre os valores experimentais obtidos e os valores tedricos
esperados. Conforme demonstrado na Tabela 8, o percentual de recuperagdo das solu¢des padrao
de PQQ-2Na situou-se dentro dos limites aceitaveis de 98,0-102,0% e apresentou desvio padrdo
relativo (DPR) abaixo do limite maximo recomendado de 1,9% para os trés niveis de concentragéo
analisados [23].

Tabela 8: Valores experimentais obtidos no ensaio de exatiddo através do método espectrofotométrico

proposto.
Concentracio Concentracao de ~ -

, . Recuperacio (%) Média +
tedrica de PQQ-2Na PQQ-2Na o o
adicionada (ng/mL)  recuperada (ug/mL) Resultado £ DPR (%) DPR (%)

10,0 10,07 103,32 +0,0006
15,0 14,66 98,81 + 0,0006 100,45 £0,0250
25,0 24,56 99,21 £0,0010

Abreviaturas: (PQQ-2Na) Pirroloquinolina Quinona Sal Dissddico; (DPR) Desvio Padrao Relativo.

3.2.4 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando os espectros da solucao placebo com o
espectro das solugdes padrdo de PQQ-2Na da amostra comercial. Conforme apresentado na
Figura 5, os excipientes (placebo) utilizados para o ensaio de seletividade nio interferiram na
determinagdo do PQQ-2Na, uma vez que exibem absor¢do em comprimentos de onda abaixo de
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248 nm. Isso demonstra a seletividade do método desenvolvido para formulagdes farmacé€uticas
comerciais e magistrais de uso humano.

1,0 4

Absorbancia
o
I
1

0,0 +

248 (nm)

——PQQ

Placebo

200

T T T
250 300 350

Comprimento de onda (nm)

400

Figura 5: Espectro de absor¢do da solugdo placebo sobreposta ao espectro de absor¢do da solugdo da
amostra comercial analisada utilizando o método proposto. Fonte: OriginPro®8.5.

3.2.5 Robustez

O planejamento fatorial 23 utilizado neste estudo para investigar o impacto dos fatores ¢ suas
interagdes na determinacdo do teor de PQQ-2Na, juntamente com as respectivas respostas
observadas, estdo apresentados na Tabela 9. A escolha dos fatores avaliados foi baseada em sua
relevancia para o método analitico proposto e na possibilidade de variagdes desses parametros em
analises laboratoriais rotineiras.

Tabela 9: Planejamento fatorial 2° para avalia¢do da robustez.

Efeitos Fatoriais

Variavel resposta

Comprimento Tempo de Temperatura Teor de
Experimentos de onda sonicacao ambiente PQQ-2Na
(nm) (min.) (WY (%)

1 246 12 28,9 98,54
2 250 12 28,9 99,21
3 246 18 28,9 98,93
4 250 18 28,9 98,93
5 246 12 32,9 99,9
6 250 12 32,9 100,59
7 246 18 32,9 99,02
8 250 18 32,9 100,68

Abreviatura: (PQQ-2Na) Pirroloquinolina Quinona Sal Dissddico.

Na ANOVA, a significancia estatistica de cada efeito dos fatores (X1, X2 ¢ X3) e suas
interagdes (X1X2, X1X3 e X2X3) foi verificada a partir dos valores de p e resultados do teste F
(com 95,0% de confianga). Os resultados da ANOV A estdo apresentados na Tabela 10 e é possivel
verificar que os fatores e as interagdes entre eles ndo apresentaram impacto significativo na
varidvel de resposta no teor de PQQ-2Na, pois os valores de p foram superiores a 0,05 (p > 0,05)
¢ os valores de Faiculado foram inferiores ao Fleritico (Fealculado < Feritico). Além disso, o coeficiente de
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determinagdo (R?) encontrado foi de 0,9197, demonstrando que o modelo é capaz de explicar
91,97% do teor de PQQ-2Na (varidvel resposta) dentro do intervalo de variacdo dos fatores
selecionados.

Tabela 10:Resultados ANOVA para teor de PQQ-2Na com nivel de significancia 5,0%.

Fonte de Variaio Soma dos (.}raus de Qua(’ir.ado Teor de PQQ-2Na
Quadrados Liberdade Médio Teste F? p-valor®
X1 1,0687 1 1,0687 2,7982 0,3430
X2 0,0741 1 0,0741 0,1940 0,7358
X3 2,7542 1 2,7542 7,2111 0,2269
X1X2 0,0051 1 0,0051 0,0134 0,9268
X1X3 0,3916 1 0,3916 1,0253 0,4960
X2X3 0,0776 1 0,0776 0,2032 0,7304
Erro 0,3819 1 0,3819
Total 4,7533 7

R?:0,9197.

Abreviaturas: (PQQ-2Na) Pirroloquinolina Quinona Sal Dissddico; (X1) Comprimento de Onda (nm);
(X2) Tempo de sonicagdo (min.); (X3) Temperatura do Ambiente (°C); (X1X2) Interagdo entre fator X1
e X2; (X1X3) Interagdo entre fator X1 ¢ X3; (X2X3) Interagdo entre fator X2 e X3.

F eritico(0,05, 1, 1) = 161,4, nos graus de liberdade (GL) especificados, GL; =1 e GL,=1, e com nivel de
significancia de 5,0%.

bp-valor >0,05: efeito ndo significativo.

A partir do Grafico de Pareto (Figura 6) € possivel uma melhor compreensdo visual do
comportamento da variavel resposta em relagdo aos fatores e suas interacdes. O grafico de Pareto
¢ um grafico de barras horizontais que representam os efeitos de cada fator e suas interagdes. O
grafico inclui uma linha vertical tracejada que indica a significancia estatistica e que representa,
neste estudo, ao limite de confianca de 95,0%. Sendo assim, os fatores/interagdes sao
significativos se as barras horizontais ultrapassam esta linha vertical (p = 0,05). Conforme
observado, o grafico de Pareto mostrou que os fatores selecionados (comprimento de onda, tempo
de sonica¢ao e temperatura do ambiente) e suas interagdes nao influenciaram significativamente
no teor de PQQ-2Na. Conclui-se, portanto, que o método proposto € robusto dentro da faixa de
variacdo dos fatores adotados neste estudo.

1

1

X3 2,685355 .

1

1

X1 1,672769 '

1

1

X1X3 1,012586 :
1

1

X2X3 -,450801 '
1

1

X2 -,440503 :

1

X1X2 ,1155606 .
1

1

p=0,05
Efeitos Padronizados Estimados (PQQ)
Figura 6: Diagrama de Pareto dos fatores individuais, (X1) comprimento de onda, (X2) tempo de
sonicagdo e (X3) temperatura do ambiente e fatores combinados (X1X2, X2X3, X1X3). Fonte: Software
TIBCO Statistica® Ultimate Academic 14.0.
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3.3 Aplicabilidade do método

A Tabela 11 apresenta os teores de PQQ-2Na obtidos na andlise de 5 amostras comerciais,
empregando o método desenvolvido e validado neste estudo.

Tabela 11: Andlise de 4 amostras comerciais de POQ-2Na através do método espectrofotométrico

proposto.
Amostra ~
comercial Descricdo da amostra Teor encontrado  Concentragio
o [
PQOQ-2Na (%) £ DPR (%) final pg/mL
Amostra 1 10:mg de PQQ-2Na, celulose 98,44 + 0,18 14,77
microcristalina gsp.
10 mg de PQQ-2Na , estearato de
1o
Amostra 2 magnésio 1% e celulose 94,82 + 0,53 14,22
microcristalina gsp.
Amostra 3 10:mg de PQQ-2Na, celulose 83,30 = 0,53 12,50
microcristalina gsp.
A'nfosfra 4 5 mg de PQQ-2Na em 2 mL, 4gua 98.20 + 0,37 14,73
(injetavel) qsp-
Amostra 5 5 mg de PQQ-2Na em 2 mL, agua 102,03 + 0,62 15.30

(injetavel) qsp.

Abreviaturas: (PQQ-2Na) Pirroloquinolina Quinona Sal Dissddico; (DPR) Desvio Padrao Relativo.

Diversos métodos para quantificacdo de PQQ-2Na foram descritos na literatura, em diferentes
matrizes, cada um com suas vantagens e limitagcdes. Métodos baseados em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), coo os descritos por Fukuda et al. (2017) [12], Fukuda et al. (2022)
[13] e Noji et al. (2007) [14], sdo amplamente utilizados devido a sua alta sensibilidade e
seletividade. No entanto, esses métodos geralmente requerem equipamentos caros, preparagao de
amostras complexa e tempos de analise mais longos, o que pode limitar sua aplicacdo em
laboratdrios com recursos limitados ou para andlises em grande escala.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), como empregada por
Kumazawa et al. (1995) [15], oferece alta precisdo e capacidade de deteccdo de tracos, mas
também apresenta desafios relacionados a volatilizacdo da PQQ-2Na e a necessidade de
derivatizagdo, o que pode aumentar a complexidade do processo analitico. Métodos enzimaticos,
como o proposto por Kato et al. (2018) [16], sdo tteis para a quantificagdo indireta da PQQ-2Na,
mas podem ser afetados por interferéncias enzimaticas e variagdes nas condigdes experimentais.

A eletroforese capilar de zona, descrita por Glatz et al. (2000) [17], € uma técnica eficiente
para a separacdo de compostos com alta resolugdo, mas pode exigir otimizacao cuidadosa das
condi¢des de separagdo e ndo é tdo amplamente disponivel em laboratorios de rotina.

Em contraste, o método espectrofotométrico UV-Vis proposto neste estudo oferece varias
vantagens significativas. Primeiramente, ¢ uma técnica de baixo custo, que utiliza equipamentos
comumente disponiveis na maioria dos laboratorios analiticos. Além disso, o0 método é rapido,
com um tempo de analise reduzido em comparagdo com as técnicas cromatograficas, e requer
uma preparacdo de amostra mais simples, o que o torna adequado para analises de rotina e em
grande escala. A sensibilidade e seletividade do método foram validadas, demonstrando que ele
¢ capaz de quantificar a PQQ-2Na de forma confiavel, sem a necessidade de etapas adicionais de
derivatizacdo ou separagdo complexa. Outra vantagem do método espectrofotométrico UV-Vis ¢
a sua versatilidade, permitindo a analise de uma ampla gama de concentragdes de PQQ-2Na com
boa precisdo e exatiddo. Além disso, a simplicidade do método reduz o risco de erros
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operacionais, tornando-o uma alternativa atraente para laboratorios que buscam uma abordagem
mais direta e econdmica para a quantificacdo de PQQ-2Na.

4., CONCLUSAO

Um método espectrofotométrico foi desenvolvido e validado para a determinacdo de
pirroloquinolina quinona sal dissédico em céapsulas e solucdes injetaveis de uso humano. O
método desenvolvido apresentou linearidade, sensibilidade, precisao, seletividade e robustez, de
acordo com o preconizado na resolucdo da diretoria colegiada (RDC) n° 166 de 24 de julho de
2017 da ANVISA [20], Instituto Nacional de Metrologia Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) [21], bem como os guias internacionais, Q2(R1) do International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) [22] e da
AOAC INTERNATIONAL [23]. Demonstrou ser um método de facil aplicabilidade,
possibilitando a economia de tempo ¢ recursos dentro de um laboratorio de controle de qualidade.
Essa afirmac@o baseia-se em critérios como a ndo utilizag¢ao de solventes organicos, uma vez que
o método emprega apenas agua como solvente, reduzindo custos com reagentes, minimizando
impactos ambientais ¢ dispensando a manipulagdo de solventes toxicos. Além disso, o0 método
utiliza equipamentos de baixo custo e amplamente disponiveis. A geragdo minima de residuos,
devido ao uso de agua como solvente ¢ a necessidade de pequenos volumes de amostra, também
contribui para a sustentabilidade do método, alinhando-se as praticas de quimica verde. Por fim,
o ensaio ¢ rapido e de simples execugdo, ndo exigindo etapas demoradas ou complexas e
demandando pouca mio de obra. Esses critérios tornam o método uma alternativa viavel e
econdmica para a quantificacdo de PQQ-2Na em laboratérios de controle de qualidade, além de
viabilizar a seguranca e eficicia da comercializagdo desses suplementos contendo PQQ-2NA na
sua composi¢ao
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