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RESUMO

A pirroloquinolina quinona (PQQ) tem despertado crescente interesse cientifico e comercial
devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e neuroprotetoras, sendo
frequentemente comercializada como suplemento alimentar. Considerando a escassez de
estudos voltados a caracterizagdo fisico-quimica da matéria-prima e a validagao de métodos
especificos para sua quantificacdo, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
um método espectrofotométrico simples, rapido e eficiente para a determinacdo de PQQ em
formulagdes farmacéuticas de uso oral e injetdvel. Além disso, foram empregadas técnicas
analiticas complementares, como FTIR-ATR, RMN, TG/DTG, DSC e DRX, para a
caracterizagdo da substiancia. O método proposto apresentou linearidade na faixa de 5,0 a
25,0 pg/mL (r > 0,9999), com limites de detec¢do e quantificacdo de 0,12 ¢ 0,36 ug/mL,
respectivamente. A precisao e a exatidao ficaram dentro dos limites recomendados, com DPR
<1,9% e recuperagao entre 98,0% e 102,0%. A seletividade foi confirmada pela auséncia de
interferéncia dos excipientes comuns. O método também demonstrou robustez frente a
variagOes experimentais e foi aplicado com sucesso na analise de amostras comerciais. Esses
resultados confirmam a aplicabilidade e confiabilidade do método proposto, contribuindo
para o controle de qualidade e seguranca dos suplementos alimentares contendo PQQ.

Palavras-chave: PQQ; validacdo; espectrofotometria UV-Vis; caracterizacdo fisico-

quimica; suplementos alimentares.



ABSTRACT

Pyrroloquinoline quinone (PQQ) has attracted increasing scientific and commercial interest
due to its antioxidant, anti-inflammatory, and neuroprotective properties, and is often
marketed as a dietary supplement. Given the scarcity of studies focused on the
physicochemical characterization of the raw material and the validation of specific methods
for its quantification, this study aimed to develop and validate a simple, fast, and efficient
spectrophotometric method for the determination of PQQ in pharmaceutical formulations for
oral and injectable use. Additionally, complementary analytical techniques such as FTIR-
ATR, NMR, TG/DTG, DSC, and XRD were employed to characterize the substance. The
proposed method showed linearity in the range of 5.0 to 25.0 pg/mL (r > 0.9999), with limits
of detection and quantification of 0.12 and 0.36 png/mL, respectively. Precision and accuracy
were within the recommended limits, with RSD < 1.9% and recovery between 98.0% and
102.0%. Selectivity was confirmed by the absence of interference from common excipients.
The method also proved to be robust against experimental variations and was successfully
applied to the analysis of commercial samples. These results confirm the applicability and
reliability of the proposed method, contributing to the quality control and safety of dietary
supplements containing PQQ.

Keywords: PQQ; method validation; UV-vis spectrophotometry; physicochemical

characterization; dietary supplements.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os suplementos alimentares t€ém ganhado destaque no mercado
nacional e internacional, impulsionados por um estilo de vida mais saudavel, o
envelhecimento populacional e a prevencao de doengas. Esses produtos sdo comercializados
em capsulas, solugdes ou pos, prometendo complementar a alimentacdo com nutrientes,
substancias bioativas e compostos funcionais que favorecem o equilibrio fisiolégico do
organismo.

Apesar da popularidade dos suplementos, sua regulamentacdo ainda apresenta
desafios, especialmente a respeito ao controle de qualidade e a comprovacao da composigao
informada nos roétulos. Diante deste cenario a obtengdo de métodos analiticos validados e
confiaveis, que permitem garantir a identidade, pureza e concentracdo dos ativos presentes
nesses produtos. A auséncia de padronizacdo pode comprometer tanto a seguranca do
consumidor quanto a eficacia terapéutica esperada.

Dentro desse contexto, destaca-se o interesse cientifico por compostos bioativos com
potencial antioxidante, neuroprotetor e anti-inflamatério. Um desses compostos ¢ a
pirroloquinolina quinona (PQQ), substincia que tem sido utilizada em formulagdes orais e
injetaveis com alegagdes funcionais variadas. No entanto, poucos estudos abordam a
caracterizacdo fisico-quimica da PQQ como matéria-prima e a validacio de métodos
especificos para sua andlise em suplementos alimentares.

Diante da relevancia do tema e da caréncia de dados cientificos sobre a padronizagao
analitica da PQQ, este trabalho propde o desenvolvimento e a validacdo de um método
espectrofotométrico simples, rdpido e eficaz para sua quantificacdo além da caracterizacao
fisico-quimica da substancia por meio de técnicas complementares. O presente estudo
pretende contribuir para o controle de qualidade de produtos contendo PQQ, fortalecendo a

confiabilidade desses suplementos no mercado brasileiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Suplementos alimentares e controle de qualidade

Suplementos alimentares sdo produtos que contém nutrientes, substancias bioativas,
enzimas e probidticos, isolados ou combinados, disponiveis em diversas formas
farmacéuticas. Sao destinados a individuos saudaveis com o proposito de complementar a
alimentagdo [1]. O consumo desses produtos cresceu exponencialmente nas tltimas duas
décadas, impulsionado por mudangas nos habitos alimentares, aumento da longevidade e
uma crescente busca por saude e bem-estar [2,3].

Apesar dos potenciais beneficios, a popularidade dos suplementos também traz
desafios significativos, principalmente no que se refere a regulamentacao e a fiscalizagdo da
qualidade desses produtos. No Brasil, a RDC n° 243/2018 estabelece critérios minimos de
composicdo, rotulagem e seguranga. No entanto, devido a menor rigidez regulatéria em
comparagdo com medicamentos, muitos suplementos chegam ao mercado sem validagao
cientifica rigorosa, o que pode comprometer sua eficacia e seguranga [4,5].

O cenario se torna ainda mais complexo com a influéncia das redes sociais, que
frequentemente promovem o consumo com base em informac¢des ndo verificadas ou sem
respaldo técnico [6]. Durante a pandemia de COVID-19, esse efeito foi intensificado, uma
vez que muitos consumidores passaram a acreditar que suplementos poderiam atuar na
prevengdo ou redugdo da gravidade da doenca. Como reflexo dessa percepgao, entre 2018 e
2020, as vendas do setor cresceram 50%, ultrapassando US$ 220 bilhdes em 2020 [7,8].

Em 2021, o mercado global de suplementos alimentares foi estimado em cerca de
USS 152 bilhdes. Segundo dados do Statista Report, a projegdo € de que esse setor continue
em expansdo, podendo alcangar US$ 300 bilhoes até 2028. Esse crescimento expressivo
refor¢a o papel cada vez mais presente dos suplementos alimentares na rotina da populagdo
mundial [9,10].

Diante desse cenario, torna-se essencial o desenvolvimento de métodos analiticos
robustos, validados e acessiveis, capazes de identificar e quantificar os compostos ativos

presentes nas formulagdes. Esses métodos sdo fundamentais para garantir a seguranga do



consumidor, a qualidade dos produtos comercializados e a credibilidade do mercado de

suplementos alimentares no mercado global.

2.2 Pirroloquinolina quinona (PQQ)

A pirroloquinolina quinona (Figura 1) (PQQ; acido 4,5-dihidro-4,5-dioxo-1H-
pirrolo[2,3-f] quinolina-2,7,9-tricarboxilico) ¢ uma quinona com solubilidade em agua
caracterizada por sua estrutura triciclica Unica, composta por um nucleo quinonoidal
fusionado a anéis pirrol e quinolina, com trés grupos carboxilicos (-COOH) em posi¢des
estratégicas (C-2, C-7 e C-9). Essa configuragdo molecular confere ao PQQ propriedades
redox excepcionais [11,12,13]. Exibe alta estabilidade térmica cerca de até 200°C. Sua
capacidade de quelar metais de transi¢ao (Cu?*, Fe*") via grupos carboxilicos e nitrogénio do
anel pirrol contribui para sua atividade antioxidante, neutralizando espécies reativas de
oxigénio (ROS) [14]. Além de possuir baixa massa molecular (330,2 g/mol) e capacidade de

atravessar barreiras biologicas [15].

E produzida por diversas espécies bacterianas como: Klebsiella pneumoniae,
Methylobacterium extorquens, Acinetobacter calcoaceticus, Hyphomicrobium spp.,
Pseudomonas spp. [16 -20]. A principal via de obtengdo da PQQ por mamiferos ¢ por meio
da dieta [16]. Essa substancia tem despertado aten¢do pela sua potente atividade antioxidante,

anti-inflamatoria, neuroprotetora e capacidade de induzir a biogénese mitocondrial [21-23].

Estudos demonstram que a PQQ estimula a expressdao de proteinas como SIRTI e
SIRT3, atuando também na regulacdo de vias antioxidantes como NRF2 e HO-1, além de
inibir enzimas como metaloproteinases [24,25]. Sua administracdo promove aumento da
atividade de enzimas antioxidantes (SOD, catalase, GSH), reducao da peroxidacao lipidica e
do apoptose celular. Em modelos in vitro, mostrou-se eficaz na prote¢do de células
dopaminérgicas contra lesdes induzidas por espécies reativas de oxigénio (ROS) [23].

O mecanismo de biossintese do PQQ ainda nao ¢ totalmente elucidado, mas envolve
ao menos seis genes (pqqA-F) que codificam enzimas responsdveis por uma cascata de
reacoes bioquimicas. A formagao da molécula ocorre a partir do intermediario acido 3a-(2-

amino-2-carboxietil)-4,5-dioxo0-4,5,6,7,8,9-hexahidroquinolina-7,9-dicarboxilico (AHQQ),



gerado pela acdo sequencial das enzimas PqqA (que liga os precursores glutamato e tirosina)
e PqgB (que promove oxidagdes iniciais). A cicliza¢do final é catalisada pela PqqC, que
converte 0 AHQQ no nucleo triciclico caracteristico da PQQ, enquanto PqqD/E introduzem

os grupos carboxilicos e PqqF realiza a proteolise liberando a molécula ativa [26,27].

(a) (b)
Figura 1. Estruturas quimicas da pirroloquinolina quinona (PQQ) - na forma oxidada: (a)
PQQ na sua forma 4cida, mostrando as trés carboxilas (-COOH) e seus respectivos valores
de pKa: 3,16; 3,69 e 4,26. (b) PQQ na sua forma dissddica, onde duas das trés carboxilas

estdo ionizadas, formando o sal dissodico (com ions Na' associados). Fonte: Chemicalize

(https://chemicalize.com/app/calculation ).

2.3 Métodos analiticos para determinac¢io da PQQ

Diversos métodos tém sido descritos na literatura para anélise da PQQ em diferentes
matrizes, como suplementos, alimentos e plasma humano. Os principais incluem a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) [28-30], cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) [31], métodos enzimaticos com Escherichia coli GDH
[32] e eletroforese capilar de zona [33].

Apesar da eficacia dessas técnicas, ainda ndo foram encontrados métodos analiticos
validados utilizando espectrofotometria UV/Vis direta em ordem zero para determinacao da
PQQ em suplementos alimentares, o que representa uma lacuna importante a ser explorada.

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 alto desempenho (HPLC) para determinar o PQQ no plasma


https://chemicalize.com/app/calculation

humano e em amostras de origem alimentar [28-30], a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas para analise em produtos alimenticios [31], métodos enzimaticos
baseados na quantificagdao da atividade enzimatica da Escherichia coli GDH em matérias-
primas e alimentos [32] e a eletroforese capilar de zona [33]. No entanto, ndo foram
encontrados na literatura cientifica métodos analiticos validados para a determinag¢ao de PQQ

utilizando a espectrofotometria UV/Vis direta (ordem zero), em suplementos alimentares.

2.4 Validacao de métodos analiticos

A validagdo de métodos analiticos ¢ essencial para garantir confiabilidade, exatidao
e reprodutibilidade nos resultados obtidos, especialmente na analise de substancias em
produtos farmacéuticos e suplementos alimentares [34,35]. No Brasil, a ANVISA
regulamenta esse processo por meio da RDC 166/17. Os parametros exigidos incluem
linearidade, limites de detec¢do e quantificacdo, precisao, exatidao, especificidade e robustez
[36].

A linearidade avalia se os resultados sao proporcionais as concentragdes analisadas.
O limite de deteccdo ¢ a menor concentragdo detectavel e o de quantificagdo determina a
menor concentracdo mensuravel com exatiddao. A precisdo pode ser intradia, interdia ou
interlaboratorial. A exatiddo ¢ testada por recuperacdo da amostra padrao. A especificidade
verifica a auséncia de interferéncia de componentes da matriz j& a robustez observa a

estabilidade frente a pequenas variagdes experimentais [37—44].

2.5 Quimica analitica verde

A quimica analitica verde (Green Analytical Chemistry — GAC), busca reduzir os
impactos ambientais causados pelas andlises laboratoriais, promovendo métodos mais
sustentaveis. Isso inclui o uso de solventes menos toxicos, menor consumo energético e
redugdo da geracao de residuos [45,46].

As diretrizes da GAC sao baseadas em 12 principios, sendo eles: prevengao,
economia de atomos, sintese de produtos menos perigosos, desenho de produtos seguros,
solventes e auxiliares mais seguros, busca pela eficiéncia de energia, uso de fontes renovaveis

de matéria-prima, evitar a formagdo de derivados, catalisar, desenho para a degradagao,



analise em tempo real para a prevencao da poluicdo e quimica intrinsecamente segura para
prevengdo de acidentes. [38, 47].

Para avaliar a aplicacdao desses principios na pratica analitica, foram desenvolvidos
sistemas de pictogramas e métricas visuais que quantificam o grau de sustentabilidade dos
métodos. Entre os mais reconhecidos estd o sistema AGREE [48], que utiliza um gréfico
radial para avaliar 12 critérios de desempenho ambiental, e 0 NEMI [49], que emprega icones
para indicar reducao de residuos e uso de solventes verdes. Essas ferramentas visuais,
representadas por simbolos como folhas verdes (indicando baixa toxicidade), setas de
reciclagem (reuso de materiais) e icones de baixo consumo energético, permitem uma rapida
identificacdo e comparagdo da 'verdeza' dos métodos analiticos [38,47]. Essa abordagem
padronizada tem sido fundamental para a implementacdo dos principios da GAC em

laboratorios de analise rotineiros € em pesquisas académicas.

2.6 Caracterizacao fisico-quimica de substiancias

A caracterizagdo fisico-quimica ¢ um passo fundamental para compreender as
propriedades estruturais, estabilidade e seguranga de substancias ativas. No caso da PQQ,
essa caracterizagdo ¢ crucial para confirmar sua identidade, pureza e viabilidade tecnologica
em formulagdes [50-53].

Técnicas analiticas frequentemente empregadas incluem espectroscopia na regiao
UV, espectroscopia no infravermelho (FTIR), difragdo de raios X (DRX), ressonancia
magnética nuclear (RMN), termogravimetria (TG), calorimetria diferencial de varredura
(DSC), entre outras. Essas ferramentas permitem determinar aspectos como estrutura
quimica, cristalinidade, pureza, estabilidade térmica e comportamento analitico [54-57].

Além disso, entender as propriedades fisico-quimicas do PQQ ¢ essencial para
assegurar sua funcionalidade e qualidade como suplemento alimentar. Para isso, técnicas
analiticas como espectroscopia no infravermelho (IV), ressondncia magnética nuclear
(RMN) e difracdo de raios X (DRX), permitem elucidar sua estrutura quimica, pureza,
cristalinidade e estabilidade térmica [50,51].

Na literatura encontram-se estudos de analise estrutural da PQQ com ion lantanideo
por espectroscopia de infravermelho (IV), utilizados para identificar caracteristicas
especificas desses complexos [50]. Também foram analisadas as propriedades estruturais do

cristal de PQQ dissddico tri-hidratado em solucdo hidroalcoodlica, por difracdo de raios X



(DRX) e calorimetria diferencial (DSC) [51]. Todavia, nenhum estudo especifico, até o
momento, abordou a andlise das propriedades fisico-quimicas da matéria-prima pura da PQQ
utilizada em formulagdes comerciais.

Esse cenario reforga a necessidade de métodos que sejam simples, rapidos, seletivos,
economicamente viaveis e sustentdveis (ecologicos) para a determinacdo de PQQ em
formulagdes farmacéuticas industriais e magistrais. Adicionalmente, ressalta-se a
importancia de caracterizar detalhadamente o composto, utilizando técnicas complementares,

a fim de oferecer um entendimento aprofundado de suas propriedades essenciais.

3 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar um método analitico para determinagdo quantitativa de
pirroloquinolina quinona (PQQ) em formulagdes de uso oral e injetavel de uso humano.

2.2 Objetivos especificos

v’ Realizar a caracterizagdo fisico-quimica da matéria-prima PQQ por meio de:
espectrofotometria no ultravioleta (UV) e no infravermelho (IV), Ressonancia
magnética nuclear (RMN), termogravimetria/ termogravimetria derivada (TG/DTG),
Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e difragdo de raios X (DRX), com a
finalidade de emprega-la como Substiancia Quimica de Referéncia Caracterizadas
(SQC) no presente estudo;

v" Desenvolver e validar a um método espectrofotométrico UV/Vis para a determinagdo
quantitativa de PQQ em formulacdes de suplementos alimentares de uso oral e
injetavel;

v’ Realizar o controle de qualidade de amostras comerciais contendo PQQ, empregando

o método analitico desenvolvido e validado neste projeto.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizac¢ao Fisico-Quimica da Pirroloquinolina Quinona



4.1.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier Reflectincia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

As andlises da matérias-primas de PQQ foram realizadas no espectrometro da
Agilent, modelo Cary 630 (EUA) com transformada de Fourier, utilizando acessoério de ATR
(Reflectancia total atenuada). A regidio espectral analisada foi de 4000 a 500 cm !, com

resolugdio espectral de 4 cm™ e 32 scans.

4.1.2 Termogravimetria (TG/DTG)

Para as curvas de TG/DTG foi utilizando sistema termoanalisador TGA-Q50 (TA
Instruments - EUA). Para esta analise foi pesado cerca de 10 mg de PQQ e posteriormente
analisado em atmosfera de nitrogénio (N2) com fluxo de 40 mL min™! e razdo de aquecimento
de 10°C min™! até 900°C, com cadinhos de platina como suporte. Os dados obtidos foram

plotados utilizando o software OriginPro® 8.5.

4.1.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Para a curva DSC das SQC foi utilizado o equipamento DSC-Q20 com sistema de
refrigeragao RCS-90 (TA Instruments-EUA). Nesta analise foi pesado cerca de 3 mg de PQQ
adicionada ao cadinho de aluminio tampado e como referéncia, um cadinho similar, vazio e
posteriormente analisada em atmosfera de nitrogénio (N2) com fluxo de 60 mL min™! e razio
de aquecimento de 10°C min™! na faixa de temperatura de -80 a 500°C. Repeti¢des paras as
curvas foram obtidas em ciclos de resfriamento e aquecimento, inicialmente a temperatura
foi equilibrada a 60 °C, seguido de isoterma de 10 minutos e rampa de resfriamento até -60
°C, numa razdo de 5 °C/min completando o ciclo 1. Na sequéncia a temperatura foi
equilibrada a -60 °C, seguido de isoterma por 10 minutos e rampa de aquecimento a 5 °C/min
até temperatura final de 130 °C completando o ciclo 2. Os dados obtidos foram plotados

utilizando o software OriginPro® 8.5.

4.1.4 Difracao de raios-x (DRX)
Os difratogramas de raios-x foram obtidos no equipamento difratometro da Bruker
(modelo D2 PHASER). Para o preparo das amostras, o p6 dos residuos foi colocado em um

suporte de vidro com cavidades concéntricas e a superficie da amostra foi alinhada com



auxilio de uma lamina de vidro. Utilizou-se fonte monocromatica de raios-X de cobre com
comprimento de onda de 1,54184 A, operando a 40 kV e 10 mA. A varredura foi realizada
numa escala de 260 entre 8 e 60°, com passo de 0,05° e 5 segundos de intervalo entre passos

arotagdao a 15 RPM. Os dados obtidos foram tratados utilizando o software OriginPro® 8.5.

4.1.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de RMN 'H e '3C foram obtidos em espectrometro Bruker (500/125 MHz),
utilizando DO como solvente. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em partes por
milhdo (ppm). O sinal relativo ao hidrogénio residual do solvente (DO 'H & 4,6ppm) e/ou
tetrametilsilano (TMS) foram empregados como referéncia interna. Os espectros foram

processados por meio de do programa TOPSPIN 4.1 da Bruker.

4.2 Validacao do método analitico

O método espectrofotométrico foi validado de acordo com a Resolugdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 166 de 24 de julho de 2017 da Anvisa [36], INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia Normalizagdo e Qualidade Industrial) [40], bem como os guias
internacionais, Q2(R1) do [International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use — ICH [41] e Official Methods of Analysis
(Appendix F) da AOAC INTERNATIONAL [42]. Os parametros avaliados incluiram a
linearidade, precisdo, exatidao, limites de detec¢dao (LD) e quantificacao (LQ), seletividade

e robustez.

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando os programas Microsoft
Excel® (Microsoft, Washington, EUA), OriginPro®, versdo 8.5 (OriginLab, Reino Unido) e
TIBCO Statistica® Ultimate Academic 14.0 (StatSoft, Sdo Paulo, Brasil).

4.2.1 Reagentes
Para o desenvolvimento e validacdo do método analitico, utilizou-se uma matéria-
prima a SQC de pirroloquinolina quinona (PQQ) , com elevado teor de pureza (98,9%), que

apods passar por processos de caracterizacao com as seguintes técnicas: espectroscopia UV-



Vis, infravermelho (IV), ressondncia magnética nuclear (RMN), difragdo de raios-X,
termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC), confirmando sua
identidade, pureza e estabilidade, foi qualificada como substancia quimica de referéncia
caracterizada (SQC). Amostras comerciais na forma de cépsulas para uso oral de 10 mg e
ampolas injetaveis de 5 mg foram adquiridas no comércio nacional (Brasil). Como solvente,
foi empregada agua purificada obtida pelo sistema purificador de dgua, osmose reversa,
0S50 LX — Gehaka® (Sdo Paulo, Brasil). Os excipientes utilizados no estudo de seletividade
foram celulose, croscamelose sodica, lauril sulfato de sodio, didxido de silicio e talco da

empresa Purifarma®(Andpolis, Brasil).

4.2.2 Espectrofotometro UV-Vis

O método foi desenvolvido empregando o espectrofotdometro UV-Vis Thermo
Scientific® modelo Evolution 60®, (Madison-WI, EUA) operado pelo software VisioNlite®
na faixa de 200-400 nm. Para o preparo das solucdes, foi utilizada uma balanca analitica
eletronica AUY220 (Shimadzu®, Sdo Paulo, Brasil) e um sonicador Ultracleaner 1400

(Unique®, Sdo Paulo, Brasil).

4.2.3 Preparacio da solucio estoque do padriao e amostra comercial

A solugdo inicial de PQQ foi preparada a partir da matéria-prima empregada como
SQC, pesando analiticamente 10,0 mg, os quais foram transferidos para baldes volumétricos
de 200,0 mL. Os volumes foram entdo completados com agua purificada para atingir uma
concentracao final de 50,0 pg/mL. Uma solugdo-estoque contendo 10,0 pg/mL de PQQ foi
preparada e em seguida, submetida a sonicagdo em agitagdo ultrassonica por 15 minutos para
obtencao da solucdo final. Esta solugao foi utilizada para realizar uma varredura espectral na
faixa de 200 a 400 nm, com a finalidade de determinar os comprimentos de onda apropriados
para a analise da substancia em questao.

Para preparar a solugdo-estoque da amostra comercial, determinou-se o peso médio
de 20 capsulas de PQQ, em seguida, homogeneizou-se o conteudo com um gral e pistilo.
Uma tomada de ensaio de p6, homogeneizada, equivalente a 10,0 mg de PQQ foi transferida
para um baldo volumétrico de 200,0 mL e o volume foi completado com agua purificada,
resultando em uma solugdo com concentracdo tedrica de 50,0 pg/mL de PQQ.

Posteriormente, esta solucao foi submetida a uma agitacao ultrassonica por 15 minutos.



Para as amostras comerciais injetaveis, que consistiam em uma solucdo aquosa
contendo 5 mg de PQQ em 2 mL, essa solucao foi transferida para um baldo volumétrico de
100,0 mL e o volume foi completado com agua purificada, resultando em uma solugdo com
concentracao de 50,0 pg/mL PQQ. Essa solucao foi submetida a uma agitacao ultrassonica
por 15 minutos para garantir homogeneidade e solubilizagdo 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 concentragao final de 15 pg/mL

para analise.

4.3 Parametro analiticos

4.3.1 Linearidade

A linearidade, definida como a capacidade do método de produzir resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito presente na amostra [41], foi avaliada
construindo-se trés curvas analiticas com PQQ-SQC, em nove niveis de concentra¢des
diferentes, variando de 5,0 a 25,0 pg/mL, seguindo a lei de Lambert-Beer. Cada nivel de
concentragao foi lido 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 Validacdo Analitica
da Anvisa, por meio de da determinacdo do coeficiente de correlagdo (r), analise de outliers
(teste de Grubbs) [55], confirmagdo da homocedasticidade dos dados (teste de Cochran),
teste F da andlise de variancia (ANOVA) e avaliacao da normalidade dos residuos (Teste de
Shapiro-Wilk). Todos os testes estatisticos foram realizados com nivel de significincia a=
0,05. As equagdes das retas foram determinadas pela analise de regressao linear pelo método

dos minimos quadrados ordinarios (MMQO).

4.3.2 Limite de deteccao e limite de quantificacio
Os limites de deteccao (LD) e de quantificagdao (LQ) da PQQ foram obtidos a partir
das curvas de calibragdo da substancia, utilizando o desvio padrdo do intercepto (SD) e a

média dos valores de inclinacdo das curvas analiticas (a), conforme apresentado nas equagoes

(De@).



LD =33 xSD (1)

LQ = 10,0 x SD (2)

4.3.3 Precisao

Os estudos de precisdo foram conduzidos para determinar a confiabilidade do método
analitico projetado, avaliando-se a repetibilidade (precisao intra-dia) e precisao intermedidria
(precisdo inter-dia). A precisdo foi demonstrada por meio do calculo do desvio padrdo
relativo (DPR) entre as andlises realizadas, tanto na repetibilidade quanto na precisao

intermediaria.

A repetibilidade foi avaliada a partir da andlise de seis solugdes preparadas
individualmente, na concentracao de 15,0 pg/mL, utilizando a mesma instrumentacgio, 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 diluicdes da solugdo-estoque da amostra

comercial, conforme descrito na Se¢ao 4.2.3.

4.3.4 Robustez

A robustez refere-se a capacidade de resistir a pequenas € intencionais variagdoes nas
condi¢des analiticas. A robustez do método proposto foi avaliada utilizando um planejamento
fatorial 23, 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 (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 concentracdo de 15,0 pg/mL da amostra
comercial de PQQ, preparada conforme descrito no item 4.2.3. As respostas analiticas obtidas

de cada experimento foram expressas em porcentagem de teor.



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

A matriz de planejamento fatorial 2°, utilizada na avaliagio de robustez, foi construida
considerando todas as combinagdes possiveis entre os niveis e os fatores, conforme

apresentado na Tabela 2.

Tabela 1: Fatores e niveis de variacao utilizados na robustez, de acordo com o método

fatorial em dois niveis 23

Condic¢ao Condic¢ao Condic¢ao
Fatores Unidade
variada (-) normal variada (+)
Comprimento de
nm 246 248 250
onda (X1)
Tempo de
‘ min. 13 15 17
sonicacao (X2)
Temperatura do
°C 28 30 32

ambiente (X3)

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

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




4.3.5 Exatidao

A exatiddo, expressa em porcentagem, foi avaliada por meio da adi¢@o e recuperagdo
de quantidades crescentes e conhecidas de solu¢ao padrao de PQQ (5,0; 10,0; 20,0 pg/mL)
respectivamente, nas solugdes de amostra comercial, com concentragdo fixa (5,0 pg/mL).
Foram preparadas solugdes de amostras aditivada de solucao padrao, cujas concentragdes
finais esperadas foram: 10,0; 15,0; e 25,0 pug/mL. O teste foi realizado em triplicata ¢ a
porcentagem de recuperagdo foi calculada conforme indicado pela AOAC

INTERNATIONAL [42], empregando a Equagdo (3)

Ca—Cs
Ct

%R === x 100 (3)

Onde R: recuperacdo; Ca: concentracdo de farmaco encontrada na amostra
adicionada de padrao; Cs: concentragdo de farmaco encontrada na amostra nao adicionada

de padrao e Ct: concentragdo tedrica de padrao adicionada a amostra.

Foi determinada a porcentagem de recuperagdo para cada nivel de concentragdo,

juntamente com os respectivos desvios padrao relativos (DPR).

4.3.6 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 em 248 nm, com a finalidade de verificar se neste comprimento de onda haveria
sobreposi¢do de bandas oriundas dos excipientes que pudessem somar com a absorbancia das
amostras. Assim, para essa analise, foi preparada uma solucdo placebo contendo os
excipientes mais comuns empregados em formulagdes de PQQ de uso oral. A solugdo

placebo foi preparada contendo uma mistura dos adjuvantes, conforme apresentado na Tabela

3.



Tabela 3: Formulagdo da solucao placebo.

Excipientes Proporciao (%)
Celulose 87,5
Croscarmelose sodica 3,0
Lauril sulfato de s6dio 1,5
Dioxido de silicio 3,0
Talco 5,0

4.3.7 Aplicabilidade do método desenvolvido e validado na avaliacdo da qualidade de

amostras comerciais

Com o intuito de avaliar a eficiéncia do método proposto, foram analisadas quatro
amostras comerciais distintas, de uso oral e injetdvel, na concentracdo de 15,0 pg/mL
conforme descrito no item 4.2.3. Os teores de PQQ das 5 solu¢des foram determinados a

partir da equagdo da reta da regressdo linear da curva de calibragdo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA PIRROLOQUINOLINA
QUINONA

5.1.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier Reflectiancia

Total Atenuada (FTIR-ATR)

A Figura 2 mostra o espectro do PQQ no Infravermelho e a Tabela 4 ilustra a
frequéncia da banda, pico da banda, identificacdo de componentes € modo vibracional dos

componentes do PQQ.

A andlise de infravermelho foi realizada com o proposito de determinar a composigao
qualitativa do material empregado como SQC, bem como investigar potenciais interacdoes
quimicas e aspectos estruturais relevantes. O espectro de infravermelho do PQQ obtido
revelou uma série de bandas caracteristicas que confirmam a presenga de grupos funcionais

importantes na molécula.



Uma banda larga em 3458 cm™ foi atribuida ao grupo O-H, indicando a presenga de
grupos hidroxila. As bandas em 1718 e 1688 cm™ sdo atribuidas a grupos C=0. A banda em
1718 em™ pode ser associada a um grupo acido carboxilico, enquanto em 1688 cm™ ¢
caracteristica do grupo C=0O em quinonas. Ja na banda em 1595 cm™' apresenta uma
atribui¢do complexa, com contribui¢des da deformacdo N-H de grupos amida (Amida II) e
uma possivel contribuicdo da deformacdo angular H-N-H de grupos amina. Embora
tradicionalmente a Amida II seja esperada em torno de 1550 cm™, estudos de aminas, como
a l-heptilamina, mostram que deformag¢des N-H podem contribuir para bandas na regiao de

1595 em™ [58,59].

Além das bandas ja mencionadas, o espectro de IV do PQQ exibe outras bandas
menos intensas, mas igualmente informativas. Uma banda em 1550 cm™ pode ser atribuida
a deformacgao N-H de amidas (Amida II), enquanto as bandas na regido de 1191 a 1077 cm™
sdo caracteristicas dos estiramentos de C-O presentes em acidos carboxilicos. As bandas

observadas em 881 4 712 cm™ sdo tipicas dos grupos C-H fora do plano em anéis aromaticos.

Embora ndo existam espectros de infravermelho de PQQ disponiveis na literatura
para comparacgao direta, ¢ possivel comparar os resultados obtidos neste estudo com espectros
de compostos estruturalmente similares, como quinonas, aminas ciclicas ou 4acidos
carboxilicos aromaticos. Por exemplo, espectros de infravermelho de quinonas geralmente
apresentam bandas de estiramento C=0 na regido de 1690-1650 cm™, o que € consistente
com as bandas observadas em 1688 cm™ no espectro do PQQ. Da mesma forma, espectros
de infravermelho de aminas ciclicas [56,57] podem apresentar bandas de deformag¢do N-H
naregido de 1600-1500 cm™, o que pode contribuir para a intensidade das bandas observadas

em 1595 cm™ no espectro do PQQ.
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Figura 2. Espectros FTIR-ATR para PQQ.

Tabela 4. Frequéncia da banda, pico da banda, identificacio de componentes e modo

vibracional dos componentes do PQQ.

Banda (cm™) PQQ Modo vibracional Grupo Funcional

3458 Alongamento OH

3127 Alongamento C-H
1718 Alongamento C=0
1688 Alongamento C=0
1595 Dobramento N-H
1550 Alongamento N-H
1498 Alongamento C=0
1400 Dobramento OH

1346 Alongamento C-N




1244 Alongamento C-N

1191 Alongamento C-0
1142 Alongamento C-0
1077 Alongamento C-0
881 Dobramento C-H
836 Dobramento C-H
798 Dobramento C-H
712 Dobramento C-H

5.1.2 Termogravimetria (TG/DTG)

A analise termogravimétrica ¢ empregada para monitorar as variagdes de massa de
uma amostra a medida que a temperatura ¢ alterada. No contexto farmacéutico, a TG pode
ser aplicada para: a avalia¢do de pureza, umidade, estabilidade e degradagdo de substancias
farmacéuticas. Essa técnica pode ser utilizada para determinagao de pureza e identificagao
de impurezas, andlise de estabilidade térmica, estudo de perda de umidade, avaliacdo da
decomposicdo térmica de farmacos, analise de polimorfismo e estudo de interacdes entre

farmacos e excipiente [60].

As curvas TG/DTG da PQQ (Figura 3) revelam quatro eventos principais de perda de
massa. O primeiro ocorre a 79,02 °C, sendo atribuido a liberacao de dgua de adsor¢do ou de
hidratacao cristalina, fendbmeno comum em compostos que apresentam grupos polares, como
hidroxilas ou carboxilas. Essa perda ocorre por rompimento de liga¢des fracas, como pontes

de hidrogénio, e ndo esta relacionada a dgua estrutural (intramolecular).

A segunda etapa, com pico em 143,04 °C, pode estar relacionada a eliminagdo de
solventes residuais de sintese ou a perda de grupos instaveis como o grupo COOH, por
exemplo. Ja as etapas com picos em 323,09 °C e 406,42 °C correspondem a decomposi¢ao
térmica da estrutura molecular da PQQ, com ruptura de ligagdes covalentes e fragmentagao

da estrutura quinonica.



A principal etapa de decomposicdo ¢ observada com perda de massa de 61,84%,
iniciando-se a partir de 269,72 °C, com maximo em 323,09 °C, sugerindo que a PQQ anidra
apresenta estabilidade térmica até aproximadamente 270 °C. A partir desse ponto, ocorre
degradacao intensa da matriz molecular. Ao final do processo térmico, observa-se um residuo
carbonaceo representando cerca de 25% da massa inicial, caracteristico de compostos
aromaticos submetidos a pirdlise, indicando a formagdo de estruturas ricas em carbono,

termoestaveis e pouco volateis.

Esse comportamento térmico ¢ coerente com o observado em outras quinonas. O
perfil do PQQ apresenta semelhancas com o da 1,2-naftoquinona, conforme descrito por
Sousa (2012) [60], que também exibe multiplas etapas de degradacdo térmica até cerca de
630 °C, evidenciando quebra da estrutura molecular e carbonizacdo progressiva. Essa
semelhanca sugere que o PQQ, assim como outras quinonas, possui grupos funcionais
reativos, como carbonilas e sistemas aromaticos conjugados, que favorecem a decomposicao
térmica em multiplas etapas. O padrdo de desidratacdo inicial, seguido por degradacao
oxidativa e posterior estabilizacdo em forma de carbono residual ¢ tipico de compostos com

estruturas altamente conjugadas e com potencial bioativo.
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Figura 3. Curvas TG e derivadas (DTA) do PQQ, obtidas em razdo do aquecimento de

10°C/min, no intervalo entre 25 a 900°C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio.

5.1.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A curva DSC do PQQ (Figura 4), obtida com razao de aquecimento de 5 °C/min entre

-80 e 480 °C, apresenta um pico endotérmico proeminente em 100,24 °C, com entalpia de

482,4 J/g, atribuido a perda de dgua de hidratacdo cristalina. Esse evento térmico nao

corresponde a fusdo da substancia, como evidenciado pela analise do ciclo de aquecimento e

resfriamento (Figura 5), na qual ndo se observa nenhum pico exotérmico de cristalizaciao

durante o resfriamento.
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Figura 4. Curva de DSC do PQQ a uma razio de aquecimento de 5 °C/min, no intervalo de

-80 a 500°C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio.

A auséncia de recristalizacao sugere que nao ocorreu transi¢ao do estado solido para
o liquido, descartando a hipotese de fusdo. Eventos térmicos menores observados nas curvas
podem estar relacionados a decomposigao térmica progressiva da amostra, como indicado na
analise TG (Figura 5). Assim, conclui-se que o PQQ ndo apresenta um ponto de fusdo

definido.

A comparacgdo com a 1,4-naftoquinona, conforme descrito por Sousa (2012) [60], &
relevante, pois esse composto apresenta um pico endotérmico por volta de 122 °C, associado
a desidratagdo ou a uma possivel transicdo de fase. Embora ambas compartilhem o nucleo
quindnico, o PQQ apresenta um perfil térmico significativamente diferente da 1,4-
naftoquinona, evidenciado pela auséncia de pico de fusdo e recristalizagdo. Essa diferenga
sugere que os eventos observados no PQQ sdo majoritariamente relacionados a eliminacao
de dgua de hidratagdo e a decomposi¢do térmica, enquanto a 1,4-naftoquinona apresenta

indicios de transi¢do de fase ou desidratagdao em temperaturas mais elevadas.



Na Figura 5, a analise foi limitada ao intervalo de 0 a 130 °C, abrangendo os eventos
térmicos mais significativos. Observou-se ainda que o pico endotérmico ocorreu a uma
temperatura menor (70,74 °C), provavelmente devido a menor razdo de aquecimento
(5 °C/min), o que pode influenciar o deslocamento e a intensidade do evento térmico,

tornando-o mais amplo e precoce.
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Figura 5. Curva de DSC do PQQ a uma razdo de aquecimento de 5 °C/min, no intervalo de

-0 a 130°C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio.

5.1.4 Difracao de raios-X (DRX)

A andlise por difrag¢do de raios X (DRX) da pirroloquinolina quinona (PQQ) (Figura
6) revelou multiplos picos de difracdo em diferentes angulos 26, evidenciando sua natureza
cristalina. Os picos mais intensos foram observados nas regides de aproximadamente 10°,

20°,30° e 40°, com destaque para o pico em torno de 20°, que apresentou a maior intensidade.



Esse pico pode indicar uma orientagdo cristalina preferencial ou maior empacotamento

molecular nessa diregao.

Esses resultados estdo de acordo com os achados de Ikemoto et al. (2012) [52], que
caracterizaram o PQQ como um tri-hidratado dissédico (PQQ disodium trihydrate),
ressaltando a relevancia das intera¢des entre os ions de sodio e os grupos carboxilicos e
quinonas na organizacao cristalina. A presenga do pico mais intenso proximo de 20° pode

refletir tais interacdes estruturais.

A comparagdo dos angulos obtidos neste estudo com os valores reportados por
Ikemoto et al. (ex: 9,1°, 10,3°, 17,7° e 18,3°) sugere que a amostra analisada apresenta
caracteristicas estruturais compativeis com a forma tri-hidratada do PQQ. Além disso, a
influéncia do conteido de 4gua na estabilidade da substancia, conforme discutido por

Ikemoto et al., destaca a possibilidade de diferentes formas cristalinas em fun¢do da umidade.

Esses aspectos sdo essenciais para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas,
uma vez que a forma cristalina impacta diretamente a solubilidade, a biodisponibilidade ¢ a
estabilidade do PQQ durante o armazenamento. Assim, a identificagao e o controle da forma
cristalina constituem etapas fundamentais para assegurar a eficacia e a seguranga de produtos

a base desse composto.
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Figura 6. Difratograma de difracao de raios-x do PQQ.

5.1.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Adicionalmente, o PQQ foi caracterizado por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e de carbono-13 (**C), uma técnica essencial
para a confirmagdo estrutural de compostos organicos. Para a obtengdo de espectros
confidveis, ¢ imprescindivel que o composto esteja em sua forma pura.
Na analise inicial, os espectros de RMN 'H e '*C apresentaram um niimero de sinais superior
ao esperado. No espectro de RMN 'H, por exemplo, foram observados dois sinais distintos
tanto para o proton Hs quanto para o Hio (Figura 7), sugerindo a presenga de mais de uma

espécie molecular em equilibrio.
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Figura 7 - Espectro parcial de RMN 'H do PQQ (500Mz, D>O, pH neutro)

No espectro de RMN *C também foi observado o dobro do numero de sinais

esperados para esse composto (Figura 8)
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Figura 8. Espectro Parcial de RMN "*C do PQQ (125Mz, D,0O, pH neutro)



Logo, foi levantada a hipotese de que o PQQ se ioniza na presenca de agua (Figura

Figura 9. Ionizacao do PQQ na presenga de agua

Como a agua foi o solvente em que o composto apresentou melhor solubilidade, ndo
foi possivel substituir o solvente deuterado por outro mais apolar. Assim, optou-se por repetir
as analises em meio alcalino, utilizando D-O ajustado com hidroxido de sédio 0,1 mol.L™'. A
expectativa era de que o aumento do pH promovesse a completa ionizagdo dos grupos

carboxila, permitindo a detec¢cdo de uma unica espécie no meio.

Conforme mostra a Figura 10, a alcalinizacido do meio de analise resultou na
observagao do nuimero de sinais correspondente a estrutura esperada, comprovando a
hipotese levantada. Com isso, a caracterizagdo por RMN 'H foi realizada com sucesso, € 0s
sinais observados puderam ser atribuidos com precisio aos hidrogénios do composto. E
importante destacar que sinais de hidrogénios labeis, como os das carboxilas e o hidrogénio
ligado ao nitrogénio do anel inddlico, tendem a desaparecer em meio aquoso deuterado
devido a troca com os prétons do solvente [61]. Além disso, a concentragdo do composto

influencia diretamente na visibilidade desses sinais.
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Figura 10. Espectro parcial de RMN 'H do PQQ (500Mz, D>O, pH Bésico)

No espectro de RMN '*C obtido ap6s a alcaliniza¢do do solvente deuterado (Figura
11), foi possivel observar um perfil espectral compativel com a estrutura proposta do PQQ.
Embora cinco sinais de carbono 13 nao tenham sido detectados, em funcao do curto tempo
de aquisi¢do do experimento, o padrdo de sinal observado, associado aos dados anteriores,
confirma a identidade do composto. Ressalta-se que a andlise serd repetida com maior tempo
de aquisicdo, a fim de melhorar a relacdo sinal-ruido e permitir a observagdo de todos os
carbonos esperados na estrutura.

Dessa forma, a analise de RMN confirmou a estrutura quimica proposta para o PQQ,
validando a identidade da substancia e demonstrando a importancia do ajuste do pH para a

correta interpretacao dos espectros.
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Figura 11. Espectro Parcial de RMN *C do PQQ (125Mz, D0, pH bésico)

5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.2.1 Sele¢ao do comprimento de onda

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

purificada como solvente.
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5.3 Parametros Analiticos

5.3.1 Linearidade, Limite de Detec¢io (LD) e Limite de Quantificacio (LQ)

A média das curvas analiticas de PQQ, apresentada na Figura 13, foi obtida por meio

da anélise de regressao 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.
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Figura 13. Curva analitica da pirroloquinolina quinona obtida no espectro de ordem zero em

248 nm. Fonte: proprio autor empregando programa Excel

Os resultados da andlise de regressdo linear estdo apresentados na Tabela 5. A curva
analitica apresentou coeficiente de correlagdo superior a 0,990 conforme exigido na RDC
166/2017 [36]. Isso demonstra que existe uma correlagdo 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 5. Dados obtidos a partir da curva analitica de pirroloquinolina quinona nos

parametros de linearidade, limites de deteccdo e quantificagao.

Parametros Resultados
A (nm) 248
Faixa de linearidade (pug/mL) 5,0-25,0
Equagdo: y=ax+b y =0,0672x +0,0133
Coeficiente de correlacao (1) 0,9999

LD (ng/mL) 0,12




LQ (ng/mL) 0,36

Abreviaturas: (L) Comprimento de onda; (LD) Limite de detec¢do; (LQ) Limite de

quantificagdo.

Seguindo as recomendacdes do INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia
Normalizagdo e Qualidade Industrial), antes de realizar a regressdo linear, foi verificada a
auséncia de outliers (valores aberrantes) para cada nivel de concentragdo e a

homocedasticidade dos dados [55].

Para a verificacdo da auséncia de outliers, realizou-se o teste de Grubbs. Neste teste,
foram analisados os valores, minimos (Yminimo) € MAxXimos (Ymaximo), para cada nivel de
concentracdo da curva analitica de PQQ, ao nivel de significancia de 5,0%. Conforme
apresentado na Tabela 6, os valores de Gealculado(méx.) < Geritico € Gealculado(min.) < Geritico, €M cada

nivel de concentragdao, demonstrando, assim, a auséncia de outliers nos dados apresentados.

Tabela 6. Teste de Grubbs em cada nivel de concentragdo para verificagao de outliers no

estudo da linearidade do método.

Concentracio . Desvio Teste de Grubbs®
(ng/mL) Yomiximo) - Yominime) - Media Padrao  Gealculadomax) Gealculado(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

*Geritico= 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 7. Conforme observado, o valor de Ccatcutado < Ceriticos



indicando que a variancia dos resultados de y ¢ constante para cada nivel de concentragao
(dados homocedasticos), permitindo assim a aplicagdo do método dos minimos quadrados

ordinarios (MMQO).

Tabela 7. Resultados da andlise estatistica para linearidade do método espectrofotométrico

proposto.
Testes Estatisticos PQQ
Teste de Cochran
Cecalculado 0,027
Ceritico” 0,478
Test F (ANOVA)
Fealculado 31472,77
Feritico” 4,242
Teste de Shapiro-Wilk
Wealculado 0,935
Woeritico® 0,923

Abreviatura: (PQQ) Pirroloquinolina Quinona.

Ceritico= 0,478, para amostra com 9 pontos de calibracdo, 3 medi¢des em cada ponto, com

nivel de significancia de 5,0%.

OF aritico= 4,242 nos graus de liberdade (GL) especificados, GL1 =1 e GL,=25, e com nivel de

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

O préximo teste estatistico realizado foi o Teste F da Andlise de Varidncia (ANOVA).
Conforme os resultados mostrados na Tabela 7, o valor de Fcalculado > 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 avaliagdo visual do grafico de

residuos, gerados na analise de regressdo linear. Na Figura 14, observa-se a distribuicao



homogénea dos residuos, proxima ao eixo zero, indicando que variancia dos residuos ¢

constante nos diferentes niveis de concentragdo (homocedasticidade).
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Figura 14. Distribui¢do dos residuos em fun¢do da concentracao da PQQ em 248 nm. Fonte:

Autor empregando programa Excel

Por fim, foi realizado o Teste de Shapiro-Wilk, a fim de verificar a normalidade dos
residuos. Como mostrado na Tabela 6, valor de Wecaicutado > Weritico, indicando 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 foi linear dentro da faixa de concentracgao estudada (5,0— 25,0 pg/mL).

Os valores de LD e LQ estdo apresentados na tabela 4. A partir da curva analitica,
obteve-se os limites de detecgdo de 0,12 pg/mL e de quantificacdo de 0,36 pg/mL,
assegurando que o método proposto apresenta sensibilidade satisfatoria, podendo detectar e
quantificar a PQQ em formulagdes orais e injetaveis, em uma ampla faixa de concentragdo e

com maior seguranga.




5.3.2 Precisao

Os resultados obtidos nos ensaios de repetibilidade e precisao intermediaria de PQQ
estao apresentados na Tabela 8.

Conforme verificado, os resultados demonstraram que os valores de DPR ficaram
abaixo do limite maximo recomendado de 1,9%, conforme AOAC [42]. Diante dos valores
de DPR dentro dos limites recomendados, conclui-se que o método por espectrofotometria

de ordem zero ¢ preciso e confidvel para a quantificagdo de PQQ.

Tabela 8. Resultados do ensaio de precisdo de pirroloquinolina quinona utilizando o método

espectrofotométrico proposto.

Teor encontrado (%) = DPR (%)

Amostra Concentracio Precisao
Repetibilidade?®
comercial tedrica (ug/mL) intermediaria®
Dia Dia 2 Dia 3
98,63 99,21 98,43
PQQ 15,0 + + + 98,33 + 0,002
0,007 0,001 0,009

Abreviaturas: (PQQ) Pirroloquinolina Quinona; (DPR) Desvio Padrao Relativo.
*M¢édia de 6 determinagdes realizadas no mesmo dia.

®Média de 18 determinagdes realizadas por 3 analistas diferentes em trés dias distintos.

5.3.3 Exatidao

A exatidao do método espectrofotométrico foi confirmada por meio de testes de
recuperacdo, evidenciando a concordancia entre os valores experimentais obtidos e os valores
tedricos esperados. Conforme demonstrado na Tabela 9, o percentual de recuperagdo das
solucdes padrao de PQQ 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 concentragao analisados [42].



Tabela 9. Valores experimentais obtidos no ensaio de exatiddo através do método

espectrofotométrico proposto.

Concentracio teorica Concentracao de Recuperacio (%) Méd
édia +
de PQQ adicionada PQQ recuperada Resultado + DPR
DPR (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%)
10,0 10,07 103,32 £+ 0,0006
100,45 +
15,0 14,66 98,81 +0,0006
0,0250
25,0 24,56 99,21 +0,0010

Abreviaturas: (PQQ) Pirroloquinolina Quinona; (DPR) Desvio Padrao Relativo.

5.3.4 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando os espectros da solugdo placebo
com o espectro das solucdes padrao de PQQ da amostra comercial. Conforme apresentado
na Figura 15, os excipientes (placebo) utilizados para o ensaio de seletividade nao
interferiram na determinagdo do PQQ, uma vez que exibem absor¢do em comprimentos de
onda abaixo de 248 nm. Isso demonstra a seletividade do método desenvolvido para

formulagdes farmacéuticas comerciais e magistrais de uso humano.
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Figura 15. Espectro de absor¢do da solucao placebo sobreposta ao espectro de absor¢do da

solucao da amostra comercial analisada utilizando o método proposto. Solvente empregado:

agua purificada por osmose reversa, modo “varredura” de 200 a 400 nm. Perfil espectral

plotado no programa OriginPro®8.5

5.3.5 Robustez

O planejamento fatorial 23 utilizado neste estudo para investigar o impacto dos fatores
plang;j p g p

e suas interacdes na determinacdo do teor de PQQ, juntamente com as respectivas respostas

observadas, estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Planejamento fatorial 2° para avalia¢do da robustez.

Efeitos Fatoriais

Variavel resposta

Experimentos

Comprimento de
onda

(nm)

Tempo de
sonicacio

(min.)

Temperatura
ambiente

(o)

Teor de

PQQ
(%)




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) Pirroloquinolina Quinona.

A significancia dos efeitos dos fatores e suas interagdes foi avaliada por meio da

analise de variancia (ANOVA) e com base no grafico de Pareto (Figura 16).

Na ANOVA, a significancia estatistica de cada efeito dos fatores (X1, X2 e X3) e
suas interagoes (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 ANOVA estio apresentados na Tabela
10 e ¢é possivel verificar que os fatores e as interagdes entre eles ndo apresentaram impacto
significativo na variavel resposta, teor de PQQ, pois os valores de p foram superiores a 0,05
(p> 0,05) e os valores de Fcalculado foram inferiores ao Feritico (Fealculado < Feritico). Além disso, o
coeficiente de determinagio (R?) encontrado foi de 0,9197, demonstrando que o modelo é
capaz de explicar 91,97% do teor de PQQ (varidvel resposta) dentro do intervalo de variagao

dos fatores selecionados.

Tabela 11. Resultados ANOVA para teor de PQQ com nivel de significancia 5,0%.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Teor de PQQ
Variacao Quadrados Liberdade Médio Teste F* »-valor”
X1 1,0687 1 1,0687 2,7982 10,3430
X2 0,0741 1 0,0741 0,1940 0,7358

X3 2,7542 1 2,7542 7,2111 0,2269



X1X2

X1X3

X2X3

Erro

Total

0,0051
0,3916
0,0776
0,3819

4,7533

0,0051
0,3916
0,0776

0,3819

0,0134 0,9268
1,0253 0,4960

0,2032 10,7304

R%:0,9197.

A partir do Grafico de Pareto (Figura 16) € possivel uma melhor compreensao visual
do comportamento da variavel resposta em relacdo aos fatores e suas interagdes. O grafico
de Pareto ¢ um grafico de barras horizontais que representam os efeitos de cada fator e suas
interacdes. O grafico inclui uma linha vertical tracejada que indica a significancia estatistica
e que representa, neste estudo, ao limite de confianga 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 sonicagdo e temperatura do ambiente) e suas interacdes ndo influenciaram

significativamente no teor de PQQ. Conclui-se, portanto, que o método proposto ¢ robusto

dentro da faixa de variacdo dos fatores adotados neste estudo
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Figura 16. Diagrama de Pareto dos fatores individuais, (X1) comprimento de onda, (X2)
tempo de sonicacdo e (X3) temperatura do ambiente e fatores combinados (X1X2, X2X3,
X1X3). Fonte: Proprio autor empregando Software TIBCO Statistica® Ultimate Academic
14.0.

5.3.7 Aplicabilidade do método
A Tabela 12 apresenta os teores de pirroloquinolina quinona obtidos na analise de 5

amostras comerciais, empregando o método desenvolvido e validado neste estudo.

Tabela 12. Andlise de 4 amostras comerciais de PQQ através do método espectrofotométrico

proposto.
Amostra Teor Concentracio
comercial Descricdo da amostra encontrado (%) final pg/mL
PQQ + DPR (%)

Amostra 1 10 mg de PQQ, celulose 98,44+ 0,18 14,77

microcristalina gsp.
10 mg de PQQ, estearato de

Amostra 2 magnésio 1% e celulose 94.87 + 0.53 14,22
microcristalina gsp. ’ ’

Amostra 3 10 mg de PQQ, celulose 83,30 0,53 12,50

microcristalina gsp.




A-n}osfra 4 5 mg de PQQ em 2 mL, 4gua 98.20 + 0,37 14,73
(injetavel) qsp.
Amostra 5 5 mg de PQQem 2 mL, 4gua 102,03 + 0,62 15,30

(injetavel) gsp.

Diversos métodos para quantificagio de PQQ foram descritos na literatura, em
diferentes matrizes, cada um com suas vantagens e limitagdes. Métodos baseados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), como os descritos por fukuda et al. [29] e
Noji et al. [30], sio amplamente utilizados devido a sua alta sensibilidade e seletividade. No
entanto, esses métodos geralmente requerem equipamentos caros, preparacdo de amostras
complexa e tempos de analise mais longos, o que pode limitar sua aplicagdo em laboratérios
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. [31], oferece alta precisdo e capacidade de deteccdo de
tracos, mas também apresenta desafios relacionados a volatilizacdo da PQQ a necessidade de
derivatizacdo, o que pode aumentar a complexidade do processo analitico. Métodos
enzimaticos, como o proposto por Kato et al. [32], sdo uteis para a quantificacdo indireta da
PQQ, mas podem ser afetados por interferéncias enzimaticas e variacdes nas condigoes
experimentais.

A eletroforese capilar de zona, descrita por Glatz et al. [33], ¢ uma técnica eficiente
para a separacdo de compostos com alta resolugdo, mas pode exigir otimiza¢do cuidadosa
das condig¢des de separagdo e ndo € tdo amplamente disponivel em laboratdrios 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, o
método ¢ rapido, com um tempo de andlise reduzido em comparagdo com as técnicas
cromatograficas, e requer uma preparacao 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 de forma confiavel, sem a
necessidade de etapas adicionais de derivatizagdao ou separagao complexa. Outra vantagem

do método espectrofotométrico UV-Vis € a sua versatilidade, permitindo a analise de uma



ampla gama de concentragdes de PQQ com boa precisdo e exatiddo. Além disso, a
simplicidade do método reduz o risco de erros operacionais, tornando-o uma alternativa
atraente para laboratérios que buscam uma abordagem mais direta e econdémica para a

quantificagcao de PQQ.

6 CONCLUSAO

v' Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o método
espectrofotométrico UV/Vis de ordem zero desenvolvido para a quantificagdo da
pirroloquinolina quinona (PQQ), em formula¢des farmacéuticas, demonstrou ser

linear, preciso, exato, seletivo e robusto;

v' Os pardmetros de validagdo atendem as exigéncias regulatorias, permitindo sua
aplicagdo em formulagdes farmacéuticas, tanto magistrais quanto industriais. Além
disso, as técnicas analiticas complementares empregadas, como FTIR-ATR, RMN,
TG/DTG, DSC e DRX, contribuiram para a caracterizagdo fisico-quimica da
substancia, fortalecendo o conhecimento sobre sua estrutura, estabilidade térmica e

propriedades funcionais;

v" Dessa forma, este trabalho oferece uma ferramenta analitica confiavel para o controle
de qualidade de suplementos alimentares contendo PQQ disponiveis principalmente

no mercado nacional brasileiro.
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ANEXO 1 - Espectros parciais de RMN

~ ™ o ; Current Data Parameters
L = o =l NAME ERIKA-03
® o = = EXPNO 1
~ o~ - [ PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20250129
Time 9.53 h
INSTRUM Avance NEO
PROBHD
PULPROG
SOLVENT
NS
DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 20.2
1 DW 50.000 usec
DE 10.69 usec
TE 298.1
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H
PO 3.53 usec
Pl 10.60 usec
PLW1 22.05999947 W
3
{ 500.1259558 MHz
| EM
i 0
0.30 Hz
0
| [o 1.00
ol |
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15 14 13 12 11 10 9 8 7 [3 5 4 3 2 1 0 -1 -2 ppm

Espectro de RMN 'H - 4,5-dioxo-4,5-dihydro-1H-pyrrolo[2,3-f]quinoline-2,7,9-
tricarboxylic acid (500MHz, D0 — Basificado com NaOH)
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Current Data Parameters

NAME ERIKAO1L-12dez
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20231207
Time 13.25 h
INSTRUM Avance NEO
PROBHD

PULPROG

D

SOLVENT

NS

DS

SWE 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101

DW 50.000 usec
DE 10.69 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H

PO 3.53 usec
Pl 10.60 usec
PLW1 22.05999947 w
F2 Processing parameters
SI 65536

SF 500.1299508 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Espectro de RMN 'H - 4,5-dioxo0-4,5-dihydro-1H-pyrrolo[2,3-f]quinoline-2,7,9-

tricarboxylic acid (5S00MHz, D20 — Neutro)
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Current Data
NAME

EXPNO

PROCNO

Parameters
ERIKA-03
31

1

F2 - Acquisition Parameters

Date
Time
INSTRUM
PROBHD zZ11
PULPROG
D
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

TE

D1

D11

TDO

SFO1
NUC1

PO

Pl

PLW1
SFO2
NUC2
CPDPRG[2
PCPD2
PLW2
PLW12
PLW13

F2 - Processin

SI
SF
WDW
SSB

LB
PPM GB
PC

20250205
19.01
Avance NEO
9470_0334 (
2gpg30
65536

D20

12288

4
32679.739
0.997306
1.0027008
101

15.300
6.50

298.2
1.00000000
0.03000000

1
125.7735083
13¢C

3:33

10.00
94.22100067
500.1320005
1H

waltz65

22.05999947
0.38730001
0.19481000

32768
125.7574307
EM

0

1.00

0

1.40

Espectro de RMN *3*C - 4,5-dioxo0-4,5-dihydro-1H-pyrrolo[2,3-f]quinoline-2,7,9-

tricarboxylic acid (125MHz, D>O — Basificado com NaOH)
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Current Data Parameters

NAME ERIKAQ1L-12dez
EXPNO 30
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20231209
Time 15.48 h
INSTRUM Avance NEO
PROBHD Z119470_0334 (
PULPROG zgpg30
44 65536
SOLVENT D20
NS 40960
DS 4
SWH 32679.739
FIDRES 0.997306
AQ 1.0027008
RG 101
DW 15.300
DE 6.50 1
TE 298.2 ¥
D1 1.00000000
D11 0.03000000
TD! 1
SFO1 125.7735083 1
NUC1 13C
PO 3.33
Pl 10.00 u
PLW1 94.22100067 ¥
SFO2 500.1320005 M
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz65
PCPD2 80.00
PLW2 22.05999947
PLW12 0.38730001
PLW13 0.19481000

32768
SF 125.7577885
WDW EM
SSB
LB

Espectro de RMN *3*C - 4,5-dioxo0-4,5-dihydro-1H-pyrrolo[2,3-f]quinoline-2,7,9-

tricarboxylic acid (125MHz, D,O — Neutro)
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