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INTRODUCAO

As meningites bacterianas continuam sendo um
grande problema de salde pablica no Brasil e no mundo,
constituindo importante causa de morbimortalidade na
infancia. Em todo o mundo, sem epidemias, ocorre um
milhdo de casos de meningite bacteriana por ano. Estas
doencas sao quase sempre emergéncias médicas e estdo
associadas a elevadas taxas de mortalidade, dai a pre-
ocupacdo (e a publicidade) a que estdo habitualmente
associadas [13].

Estima-se a ocorréncia de pelo menos 500 mil casos
de doencga meningocécica (DM) por ano no mundo, com
cerca de 50 mil dbitos [13].

E uma doenca de evolucio rapida e com alta leta-
lidade, que varia de 7 até 70%, causada pela Neisseria
meningitidis. Mesmo em paises com assisténcia médica
adequada, a meningococcemia pode ter uma letalidade de
até 40% [13].

A DM foi primeiramente descrita em 1906 no Brasil.
Desde entdo tem ocorrido esporadicamente, sendo mais
fregliente nos meses frios. Em intervalos regulares, a do-
enca aparece em ondas epidémicas que podem durar de
dois a cinco anos [13].

Entre os anos de 1945 e 1961 ocorreu a primeira
epidemia, causada pelo sorogrupo A numa taxa de inci-
déncia de 25 casos por 100.000 habitantes. No inicio da
década de 70 houve outra grande epidemia causada pelos
sorogrupos A e C, com taxas de incidéncia de 170 casos
por 170.000 habitantes em determinadas cidades do pais,
tendo voltado a valores endémicos a partir de 1976 [11].

Existem 13 sorogrupos identificados de N. meningi-
tidis, porém os que mais freqiientemente causam doenca
sao0A,0B,0C 0YeoW135 [4,12].

A capsula polissacaridica é um fator associado a
viruléncia, importante por conferirem aos meningococos
propriedades antifagocitéarias e antibacterianas. E por isso
facilitam a sobrevida das bactérias durante sua invasdo na

corrente sanguinea ou do liquido cefalorraquidiano [10].
Os principais polissacarideos capsulares meningocdcicos
sdo formados por derivados do acido sialico (acido N-ace-
tilneuraminico ou NANA) (Tabela 1), exceto o sorogrupo A
que é formado por unidades repetidas de N-acetilmanosa-
mina-1-fosfato, figura 1, com liga¢des alfa e é codificada
por um cassete biossintético de quatro genes, especifico
para esse grupo [6].

Tabela 1. Estrutura do polissacarideo capsular de diferen-
tes sorogrupos [4].

Sorogrupo Natureza Quimica

—6)-a-D-ManNAc-(1-P0,—
A 3
T
OAc
B —8)-0.-D-NeuNAc-(2—
—9)-B-D-NeuNAc (2—
7/8
C
T
0Ac
H —4)-0.-D-GalNAc-(1—3)-B-D-ManNAcA-(1—
L —3)-0.-D-GlcNAc-(1—3)-B-D-GlcNAc-(1—3)
0-D-GLcNAc1-PO,—
X —4)-0,-D-GlcNAc-1P0,—
Y —6)-0.-D-Glc (1—4)-0-D-NeuNAc-(2—(0Ac)
W135 —6)-0.-D-Gal (1—4)-a-D-NeuNAc-(2—
z —3)-a-D-GalNAc (1—1)-glicerol-3-P0,—
29E —7)-B-D-KDO-(1—3)-0o-D-GalNAc-(1—
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Figura 1. Estrutura molecular de Manosamina-6-fosfato (2-amino-2-deoxy-6-phosphate - B-D-Mannopyranose 3-D-ManN-6-PO.H,) [4].

Em todos os medicamentos a padronizacdo segundo
normas de qualidade rigidas é fundamental para a garantia
da eficacia e seguranca no seu uso. No caso das vacinas
essas normas sdao extremamente rigidas devido a algumas
peculiaridades desse tipo de produto [16].

Vacinas contra a meningite foram as primeiras va-
cinas fabricadas com antigenos com uma identidade qui-
mica perfeita, diferente de vacinas celulares que utilizam
microorganismos inativados (p.e. coqueluche), atenuados
(pdlio) ou toxinas inativadas pelo formaldeido (tétano).
Por esse motivo as vacinas contra meningite foram as
primeiras a ter seu controle de qualidade baseado em
métodos fisico quimicos [14].

0 método de Chen esta descrito na Farmacopéia
Européia 5° edicdo para quantificacdo de fésforo, porém
convém avaliar sua equivaléncia com o método cromato-
grafico através de parametros de validacdo para garantir a
eficacia e seguranca do novo método [3].

A cromatografia de troca idnica, que geralmente é
chamada de cromatografia idnica, refere-se a métodos
modernos e eficientes de separacdo e determinagdo de
ions com base em resinas trocadoras de ions [9].

Esta cromatografia acoplada com deteccdo ampero-
métrica pulsada é um método recente para quantificacdo
de carboidratos. A separacdo é baseada na interacdo idnica
entre a carga negativa do carboidrato devido a utilizacao de
fase movel alcalina (pH > 12,0), com a resina anidnica [5].

Para assegurar e demonstrar que um determinado
método esta cientificamente coerente, sob as condicdes
nos quais o mesmo deve ser aplicado, sdo descritos para-
metros (experimentos) que comprovem sua eficacia, rece-
bendo o nome de validacao [1,15].

Os parametros a serem avaliados dependem da fina-
lidade da metodologia analitica a ser empregada. Tais pa-
rametros sdo: especificidade,linearidade, Intervalo, preci-
sdo, limite de quantificacdo, limite de deteccdo exatidao
e robustez. [2,8].

Para estudo comparativo das duas metodologias se-
rdo avaliados somente os pardmetros de linearidade e
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homocedasticidade, precisdo e exatiddo, demonstrando
assim, se a nova metodologia garante a determinacdo do
polissacarideo capsular sorogrupo A com acuracia.

MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes, padrdes e amostras.

Para analise por cromatografia foi utilizado para o
preparo dos eluentes, NaOH 50% (Merck). O acido triflu-
oracético (TFA) utilizado para hidrélise e o acetato de
sodio para o preparo do eluente (Merck). Mini-vials (1,5mL,
Ependorff) para hidrélise acida. Vials (2,5 mL, Wheaton)
para injecdes automaticas no cromatdgrafo. Agua grau
HPLC (Milli-Q). O padrdo de polissacarideo A obtido do
Laboratério de Controle de Qualidade fisico-quimico de Bio-
Manguinhos. Liofilizador para secar as amostras (Thermo).

Para a realizacdo da analise espectrofotométrica fo-
ram utilizados acidos perclorico 70%, sulfarico e molib-
dato de aménio (Merck). Acido ascérbico (Sigma). Agua
Milli-Q (Millipore). Como padrdo foi utilizado fosfato di-
basico de potassio (Merck). Termobloco a 250° (Frilabo),
banho-maria (Callmex) e agitador (Vortex).

Para quantificacdo do polissacarideo capsular de N.
meningitidis sorogrupo A serdo utilizadas amostras da
etapa de purificagao da vacina contra este sorogrupo onde
foram preparadas e analisadas no laboratério de controle
de processos de vacinas bacterianas em Biomanguinhos e
no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde
- INCQS, situados na Fiocruz.

2.2. Sistema espectrofotométrico

0 método espectrofotométrico seqgue os procedi-
mentos de Chen que consiste na determinacdo de fosforo
onde sera convertido para manosamina-6-fosfato atra-
vés da relacdo que 2.5 pg/mL de manosamina-6-fosfato
(0.125 pg injetado), corresponde a 0.011 pg de fosforo
utilizando espectrofotdmetro Beckman DU Series 500 e
cubeta em quartzo de 1 cm Brand para analise.



2.3. Sistema cromatografico

Sistema Dionex com bomba GP 50, sistema de de-
teccdo ED 40, autosampler AS50 e software Peaknet 6.3.
Colunas analiticas Carbopac PA-10 e fon Pac AS 11 (4 x
250 mm) e pré-colunas borato trap, amino trap e ion Pac
AG11 (4 x 50mm). Um potencial-quadrupolo foi aplicado
utilizando os sequintes parametros: E1_0.1V, t1_400 ms;
E2_ 2.0V, t2.20 ms; E3_0.6 V, t3_10 ms; E4_ 0.1V,
t4_60 ms.

2.4. Procedimento para determinacao de fosforo
2.4.1. Preparo da curva de calibracdo e amostra

Para a determinacdo de fosforo foram preparadas
diluicdes, em tubo de ensaio, a partir da solucao de traba-
Llho de fosforo 3,2ug/mL nas concentracoes 0,2, 0,4, 0,8,
1,6, 3,2 ug/mL.

Foram utilizadas 4 (quatro) amostras da etapa de
purificacdo da vacina, identificadas como amostra 1,
amostra 2, amostra 3 e amostra 4. Para cada 100pL da
amostra foi adicionado 100pL do reativo de minerali-
zacdo, no qual adicionou-se 5,0mL de acido sulftrico
concentrado e em seguida completou-se o volume
com acido perclérico 70% em baldo volumpetrico de
10mL,. Apds a adicdo do reativo de mineralizacado,
os tubos de ensaio foram levados ao termobloco a
250°C por 4 horas, exceto os tubos contendo a so-
lucdo de trabalho de fosforo. Deixou-se esfriar e em
seguida foi acrescentado a cada tudo-amostra 3,9mL
de agua Milli-Q e 4,0mL do reativo de coloragdo nos
tubos-amostra e padrdo, no qual adicionou-se 24ml
de agua Milli-Q, 12mL de acido sulfdrico 6N, 12mL de
molibdato de amdnia 2,5% e 12mL de acido ascorbico
10% em proveta de 100mL. Homogeneizou-se. Esta
solucdo deve ser preparada no momento de sua utili-
zacdo. Agitaram-se os tubos e colocou-se o conjunto
de tubos em banho-maria a 37° C por 2 horas. Apos o
tempo de espera, retirou-se os tubos do banho-maria

Tabela 2. Resultados estatisticos para linearidade.

e procedeu-se a leitura em espectrofotémetro Beck-
man DU Series 500 a 825nm.

2.5. Procedimento para determinacdo de manosamina -6-
fosfato.
2.5.1. Preparo da curva de calibracdo e amostra

Para a determinacdo de manosamina—6- fosfato
foram preparadas diluicdes, em baldo volumétrico, da
solucdo padrao de polissacarideo A 200 pug/mL nas con-
centracdes de 0,625, 1,25, 2,00, 5,00, 10,0 pg/mL.

Para estudo comparativo e avaliacdo dos resulta-
dos foram utilizadas as mesmas amostras para o método
espectrofotométrico, anteriormente identificadas como
amostra 1, amostra 2, amostra 3 e amostra 4.

Foi retirada de cada amostra, com auxilio de pipeta
automatica 500uL para diferentes mini-vials de 1,5mlLe
acrescentou 500pL de TFA 2N recentemente preparado. Os
mini-vials foram colocados em termobloco a 80°C por 3 ho-
ras. Apds o tempo de hidrélise, as amostras foram liofilizadas
e re-suspendidas para 1mL com agua Milli-Q. Os mini-vials
foram agitados e transferidos para vials de 2,5mL para serem
injetados no cromatégrafo utilizando como eluente hidroxi-
do de sédio 11mM isocratico, coluna analitica fon Pac AS 11
e Guard AG 11, fluxo 1 mL/min, volume do loop de 25pL.

RESULTADOS

3.1. Método espectrofotométrico
3.1.1. Linearidade e avaliacdao da homocedasticidade

Para avaliacdo da linearidade do método foi feita
analise em triplicata de 5 concentracoes diferentes da so-
lucdo de trabalho de fosforo 3,2uug/mL. Foram preparadas
trés curvas de calibracdo em trés dias distintos para veri-
ficacdo de possiveis diferencas de comportamento linear
com variacao do dia da analise. Os resultados estatisticos
sdo mostrados na tabela abaixo.

Parametros Padrao 1 Padrao 2 Padrao 3 Padrao 4 Padrao 5
Absorbancia 1 0,083 0,170 0,339 0,669 1,337
Absorbancia 2 0,087 0,170 0,336 0,663 1,333
Absorbancia 3 0,084 0,171 0,341 0,662 1,335

Média 0,085 0,170 0,339 0,665 1,335
Desvio Padrao (DP) 0,002 0,001 0,003 0,004 0,002
DPR % 2,459 0,339 0,743 0,570 0,150
Grubbs 1 0,801 0,879 1,124 1,145 1,097
Grubbs 2 1,121 0,209 1,060 1,125 1,000
Grubbs 3 1,039 1,155 0,927 0,651 0,000
Grubbs tabelado 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155
Varianca 4,333E-06 3,333E-07 6,333E-06 1,433E-05 4,000E-06

> Varianga 2,933E-05

Cockran (C) 0,489
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3.1.2. Precisao

Para avaliacdo da precisdo do método foram preparadas = (DPR). Para repetibilidade e precisdo intermediaria foram
individualmente, 4 amostras (Amostras 1, 2, 3 e 4), de acordo feitas analises desta amostra em triplicata e em trés dias
com o item 2.4.1, para avaliacdo do desvio padrdo relativo | diferentes. Os resultados se encontram na tabela abaixo.

Tabela 3. Resultados das amostras para avaliacdo da precisdo do método espectrofotométrico. Os resultados foram cal-
culados baseados na média da triplicata em dias diferentes.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Concentragao 1 (ug/mL) 50,388 35,871 25,756 15,440
Concentragao 2 (ug/mL) 50,785 34,976 23,609 14,683
Concentragao 3 (ug/mL) 51,916 34,724 24,259 14,893

Média 51,030 35,191 24,541 15,005

Desvio Padréo (DP) 1,183 0,895 1,241 0,855
Limite de confianca 0,683 0,517 0,716 0,494

Intervalo de Confianca 95% 51,03 £ 0,7 35,19 £ 0,5 2454 * 0,7 15,01 = 0,5

DPR % 2,325 2,549 5,091 5,850

Grubbs 1 0,755 0,721 0,894 0,526

Grubbs 2 0,799 0,583 0,990 0,526

Grubbs 3 0,596 0,908 0,310 1,052

3.1.3. Exatidao feita adicao padrao na amostra dos pontos 1, 3 e 5 da cur-

A exatiddo do método foi avaliada preparando a | va de calibracdo e analisados. Foi calculado o percentual
amostra 1 e padrdao nas mesmas condicdes para precisdo. | de recuperacdo da amostra. Os resultados encontram-se na
Estas preparacdes foram analisadas individualmente. Foi | tabela abaixo respectivamente.

Tabela 4. Resultados para amostra e padrao individualmente.

Parametros Padrao 1 Padrao 3 Padrao 5 Amostra 1
Absorbancia 1 0,083 0,341 1,340 0,046
Absorbancia 2 0,082 0,338 1,334 0,045
Absorbancia 3 0,084 0,340 1,338 0,046

Média 0,083 0,339 1,337 0,046
Desvio Padrao (DP) 0,001 0,002 0,003 0,001
DPR % 1,205 0,451 0,229 1,264

Tabela 5. Resultados apds adicdo padrao nas amostras para avaliacdo do percentual de recuperacdo.

Parametros Amostra 1 + Padrao1 Amostra 1 + Padrao 3 Amostra 1 + Padrao 5
Absorbancia 1 0,050 0,145 0,500
Absorbancia 2 0,053 0,140 0,503
Absorbancia 3 0,052 0,145 0,510

Média 0,052 0,143 0,504

Desvio Padrao (DP) 0,002 0,003 0,005

DPR % 0,001 0,002 0,003

Limite de confianga 0,011 0,021 0,038
Intervalo de Confianga 0,052 + 0,01 0,143 + 0,02 0,504 + 0,04

% RECUP. 1 77,519 75,325 72,307

% RECUP 2 82,171 72,727 72,740

% RECUP. 3 80,620 75,325 73,753

Média % 80,103 74,459 72,933
Média Total % 75,832
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Figura 2. Cromatogramas mostrando o perfil cromatografico utilizando diferentes co-
lunas. Condigdes: Em preto utilizando como eluente NaOH 100mM e acetato de sédio 0.0 . : . : : : . . ug/m
100mM, Coluna CarboPac PA10, Fluxo: 1,0mL/min, Volume de injec&o: 25uL. Em rosa 00 13 25 38 5:0 3 i 88 100 120
utilizando como eluente NaOH 11mM, Coluna AS 11 Fluxo: 1,0mL/min, Volume de inje-
cao: 25uL. O pico de manosamina-6-fosfato é identificado. Figura 5. Curva de calibragéo para o método cromatogréfico.

Tabela 6. Resultados estatisticos para linearidade.

Parametros Padrao 1 Padrao 3 Padrao 4 Padrao 5
Area 1 0,533 1,113 1,709 4,119 7,744
Area 2 0,540 1,128 1,757 4,106 7,795
Area 3 0,524 1,157 1,772 4,123 7,819
Média 0,532 1,133 1,746 4,116 7,786
Desvio Padrao (DP) 0,008 0,022 0,033 0,009 0,038
DPR % 1,507 1,975 1,885 0,216 0,492
Grubbs 1 0,083 0,879 1,124 0,338 1,097
Grubbs 2 0,956 0,209 0,334 1,125 0,235
Grubbs 3 1,039 1,088 0,790 0,788 0,862
Grubbs tabelado 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155
Varianca 6,433E-05 5,003E-04 1,083E-03 7,900E-05 1,467E-03
X Varianca 3,194E-03
Cockran (C) 0,459
Cockran (C) tabelado 0,684
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3.2.4 Precisao
Para 0 método cromatografico foram preparadas in-
dividualmente, as mesmas amostras utilizadas para ava-

liacdo do método tradicional. A repetibilidade e precisao
intermediaria foram avaliadas nas mesmas condicoes. Os

resultados se encontram na tabela 7.

Tabela 7. Resultados das amostras para avaliacao da precisdo do método cromatografico. Os resultados foram calculados
baseados na média da triplicata em dias diferentes.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Concentragao 1 (ug/mL) 50,565 33,945 21,281 14,289
Concentracgao 2 (ug/mL) 50,403 33,579 21,082 14,315
Concentragao 3 (ug/mL) 50,532 33,958 21,283 14,291

Média 50,500 33,828 21,215 14,298

Desvio Padrao (DP) 0,300 0,278 0,142 0,206
Limite de confianca 0,173 0,161 0,082 0,119

Intervalo de Confianga 50,50 + 0,17 33,83 £ 0,16 21,22 = 0,08 14,30 = 0,12

DPR % 0,594 0,823 0,668 1,427
Grubbs 1 0,440 0,818 0,700 0,685
Grubbs 2 0,911 0,876 0,900 0,730
Grubbs 3 0,905 0,501 0,591 0,797

3.2.5. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada preparando a
amostra 1 e padrdo nas mesmas condigcdes para preci-
sdo. Estas preparacdes foram analisadas individualmente.

Foi feita adicdo padrdao na amostra dos pontos 1, 3 e
5 da curva de calibracdo e analisados. Foi calculado
o percentual de recuperacdo da amostra. Os resultados
encontram-se na tabela abaixo respectivamente.

Tabela 8. Resultados para amostra e padrao individualmente.

Area Padrao 1 (P1)

Parametros Area Padrio 3 (P3) Area Padrao (P5) Amostra

Area 1 (nC * min) 0,533 1,709 7,744 2,605
Area 2 (nC * min) 0,540 1,757 7,795 2,404
Area 3 (nC * min) 0,524 1,772 7,819 2,511
Média 0,532 1,746 7,786 2,507
Desvio Padrao (DP) 0,008 0,033 0,038 0,101
DPR % 1,508 1,885 0,492 4,012

Tabela 9. Resultados apds adicdo padrao nas amostras para avaliacdo do percentual de recuperacdo.

Parametros Amostra 1 + P1 Amostra 1 + P3 Amostra 1 + P5
Area 1 (nC * min) 1,491 2,197 5,000
Area 2 (nC * min) 1,448 2,157 5,019
Area 3 (nC * min) 1,486 2,085 5,057

Média 1,475 2,146 5,026

Desvio Padrao (DP) 0,024 0,057 0,029

DPR % 0,014 0,033 0,017

Limite de confianca 0,173 0,419 0,214
Intervalo de Confianga 1,475 = 0,17 2,146 = 0,42 5,026 + 0,21

% RECUP. 1 98,098 103,334 97,159

% RECUP 2 95,275 101,448 97,521

% RECUP. 3 97,808 98,034 98,269

Média % 97,060 100,939 97,650
Média Total % 98,550
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3.2.6 Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade foi utilizada uma
preparacdo do polissacarideo retirado da etapa de puri-
ficacdo denominada Amostra 5, para avaliar o quanto o
método é capaz de diferenciar a manosamina-6-fosfato
dos demais componentes da matriz.

Como objetivo de verificar a relagdo existente entre
a seletividade e a concentracdo de manosamina-6-fosfato
foram preparadas 3 diferentes dilui¢des e para cada dilui-
¢do foram feitas 3 injegdes no cromatégrafo. Esta relacdo
é demonstrada na figura abaixo.
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Figura 10. Cromatograma mostrando a relagao existente entre a seletividade e a
concentracdo de manosamina-6-fosfato. Em preto corresponde a uma concentragédo
de 0,625 ug/mL de manosamina-6-fosfato. Em rosa de 1,25ug/mL e em laranja de
5,00ug/mL.

DISCUSSAO

4.1. Método espectrofotométrico

4.1.1. Linearidade e avaliacdo da homocedasticidade

Na tabela 2 se encontra a média das abasorbancias
em dias diferentes, nao observando valor aberrante para
este parametro. 0 método demonstrou ser homocedastico,
pois foi encontrado valor de Cockran menor que o tabela-
do. Sendo assim, a curva de calibracdo pode ser calculada
pelo método dos minimos quadrados.

Apbs a construcao da curva de calibracdo foi obser-
vado que o coeficiente de correlacdo (r) foi de 0,9946,
possuindo uma variagdo maior que 0,001, nao sendo sa-
tisfatorio para linearidade.

De acordo com a tabela 3 pode-se afirmar que o
DPR ndo foi satisfatorio para as amostras 3 e 4, pois
o valor para o desvio padrdo relativo (DPR) ndo deve
passar de 5%. E que nao se observou nenhum valor aber-
rante, pois os resultados de Grubbs foram menores que
o tabelado (1,155) para n=3, namero de replicatas em
cada amostra.

0 percentual de recuperagdo nao se encontra dentro
do faixa aceitavel de 95-105%, tabela 5, para os resulta-
dos individuais e de 98-102% para a média dos resultados,
demonstrando que o método é pouco exato. Esta baixa
recuperacao pode ser explicada devido as dificuldades du-

rante a analise como homogeneidade da temperatura nas
cavidades do termobloco.

A seletividade do método espectrofotométrico nédo é
aplicada ja que é uma metodologia tradicional preconiza-
da pela Organizacao Mundial de Sadde e Farmacopéia 52
edicdo.

4.2. Método cromatografico

Foi utilizada a coluna Carbopac PA10, coluna tradi-
cionalmente usada para a separacdo de aglcares neutros.
A coluna AS11 é utilizada tradicionalmente para a separa-
cdo de anions inorganicos. 0 pKa da manosamina fosfato é
préximo ao do acido fosférico, possibilitando o uso dessa
coluna. Em conjunto com a coluna analitica CarboPac 10
foram utilizadas pré-colunas borato trap e amino trap,
como eluente isocratico acetato de sédio 100mM e NaOH
100mM.

Obteve-se um perfil cromatografico ndo satisfatério,
pois ha detec¢ao de interferentes que com a coluna ana-
litica AS 11, pré-coluna ion Pac AG11 e eluente isocratico
NaOH 11mM isto ndo é mostrado, designando esta coluna
para a melhor separacdo cromatografica para manosami-
na-6-fosfato, Figura 07.

Apoés a escolha da coluna AS 11 foi estabelecido
o intervalo de concentracao para avaliacao da lineari-
dade de 0,625pg/mL a 10,0ug/mL de manosamina6-
-fosfato, ja que a linearidade do método foi perdida
com a adicdo do ponto na concentracdo de 20,0ug/
mL apresentando coeficiente de correlacdo menor que
0,999, figura 4.

Na tabela 6, encontra-se a média das areas em dias
diferentes e os parametros avaliados mostrando que o mé-
todo é homocedastico. A curva de calibracdo foi calculada
pelo método dos minimos quadrados pois foi encontrado
valor de Cockran menor que o tabelado. Ndo se observa
valor aberrante para este parametro. O coeficiente de cor-
relacdo foi satisfatorio apresentando valor de 0,999 para
as trés curvas de calibracdo.

Pode-se observar que para o parametro de precisao,
o DPR foi satisfatério para todas as amostras. Nao foi
observado nenhum valor aberrante segundo o teste de
Grubbs.

0 percentual de recuperacao encontra-se dentro do
faixa aceitavel de 95-105% para os resultados individuais
e de 98-102% para a média dos resultados, demonstrando
que o método é exato.

A seletividade de um procedimento analitico é de-
terminada através da analise de amostras em misturas
complexas, sem a interferéncia de outros componentes da
amostra

0 método demonstrou ser especifico para a substan-
cia em questdo, pois detectou o pico de manosamina6-
-fosfato sem algum interferente, em tempo de retencdo
compativel com o tempo encontrado para os padroes
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CONCLUSAO

Diante da avaliacdo dos resultados obtidos esta-
tisticamente sugere-se que o método cromatografico é
0 mais seguro para determinar manosamina-6-fosfato,
pois os desvios padrdes sao menores que 5%, valor de
intercepto dentro do intervalo de confianca mostrando
que o mesmo trabalha apenas com erros aleatérios. O
percentual de recuperacdo estd entre 98-102% e apre-
sentou boa seletividade, pois determinou a substéncia
de interesse na presenca de outros interferentes. Ja o
método espectrofotométrico, sequindo os procedimen-
tos de Chen, apesar de recomendada pela Organizacao
Mundial de Salde e Farmacopéia Européia 52 edicdo,
ndo foi a melhor metodologia mais indicada para a
quantificacdo de fosforo, em nosso laboratdrio, por
apresentar uma série de dificuldades durante a analise.
Tais elas sdo: Problemas na digestdo das amostras devi-
do as variacdes de temperatura nas cavidades do termo-
bloco durante todo o tempo de 4 horas e que a mesma
deveria ser constante com o passar do tempo. Para
analise de rotina ndo seria de melhor escolha devido o
tempo gasto para obter a concentracdo final do analito
e os resultados estatisticos ndo foram satisfatérios em
relacdo ao percentual de recuperacdo e coeficiente de
correlacao.

Para que a metodologia cromatografica seja implan-
tada realmente se faz necessario prosseguir com o estudo
de validacao dando continuidade nos experimentos esta-
belecidos pelas normas vigentes.
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