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Resumo

DETERMINAQAO DE CERIO EM MATRIZES SEMI-SOLIDAS:
INVESTIGAC;AO DE ESTRATEGIAS DE PREPARO DE AMOSTRA E APLICAQAO
DE METODOS INSTRUMENTAIS. O presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento e a validacdo de metodologias analiticas para a determinacdo de
cério em medicamentos de uso tépico contendo nitrato de cério, nas formas de creme
e gel. O estudo envolveu a investigacdo de estratégias de preparo de amostras, com
énfase na extracao liquido-liquido (LLE) e digestéo acida assistida por radiagdo micro-
ondas. As determinacdes analiticas foram realizadas por espectrometria de emissao
Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e espectrometria de massas
com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS).

Os métodos foram validados segundo os critérios da Resolucdo RDC
166/2017 da ANVISA, avaliando parametros como seletividade, linearidade, preciséao,
exatidao, limites de deteccéo e robustez. Os resultados demonstraram que a digestao
acida assistida por radiagdo micro-ondas apresentou melhor desempenho para ambas
as matrizes, permitindo a quantificacdo exata e precisa de Ce em medicamento de
formulacdo creme e gel. A validacdo dos métodos por ICP-OES demonstrou
desempenho satisfatorio, com seletividade adequada (recuperacdes entre 97,6—100,8
%), linearidade excelente (r = 1,00, residuos homocedasticos), exatidao consistente
(96,9-102,2 %), precisédo elevada (DPR < 2,0 %) e robustez aceitavel. Para o ICP-
MS, os parametros também atenderam aos critérios: seletividade dentro de 95,0—
105,0%, linearidade adequada (r = 0,995; r2 = 0,989, residuos homocedasticos),
exatiddo satisfatéria (96,0-102,5 %), precisdo adequada (DPR < 4,0%) e robustez
confirmada frente a variagcbes operacionais. Os dados obtidos confirmam a
aplicabilidade das metodologias propostas no controle de qualidade de medicamentos
contendo cério, demonstrando sua adequacao ndo apenas para a quantificacdo do
ativo em analises de rotina, mas também para o monitoramento do teor do analito em

estudos de estabilidade, em conformidade com os requisitos regulatorios vigentes.



Abstract

DETERMINATION OF CERIUM IN SEMI-SOLID MATRICES:
INVESTIGATION OF SAMPLE PREPARATION STRATEGIES AND APPLICATION
OF INSTRUMENTAL METHODS. The present work aimed at the development and
validation of analytical methodologies for the determination of cerium in topical
medications containing cerium nitrate, in cream and gel formulations. The study
involved the investigation of sample preparation strategies, with emphasis on liquid-
liquid extraction (LLE) and microwave-assisted acid digestion. Analytical
determinations were performed by inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP-OES) and inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-
MS).

The methods were validated according to the criteria of ANVISA
Resolution RDC 166/2017, evaluating parameters such as selectivity, linearity,
precision, accuracy, detection limits, and robustness. The results demonstrated that
microwave-assisted acid digestion presented better performance for both matrices,
allowing accurate and precise quantification of Ce in cream and gel pharmaceutical
formulations. Method validation by ICP-OES demonstrated satisfactory performance,
with adequate selectivity (recoveries between 97.6—100.8 %), excellent linearity (r =
1.00, homoscedastic residuals), consistent accuracy (96.9-102.2 %), high precision
(RSD = 2.0%), and acceptable robustness. For ICP-MS, the parameters also met the
criteria: selectivity within 95.0-105.0 %, adequate linearity (r = 0.995; r2 = 0.989,
homoscedastic residuals), satisfactory accuracy (96.0-102.5 %), adequate precision
(RSD < 4.0%), and confirmed robustness against operational variations. The data
obtained confirm the applicability of the proposed methodologies for the quality control
of cerium-containing pharmaceutical products, demonstrating their suitability not only
for routine quantification of the active ingredient but also for monitoring its content in

stability studies, in compliance with current regulatory requirements.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



1. Introducao

A gualidade dos medicamentos € uma exigéncia essencial da industria
farmacéutica moderna, sendo fortemente regulada por 6rgédos sanitarios nacionais e
internacionais. Com o avanco das formulagdes terapéuticas, tornou-se imprescindivel
o desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais sensiveis, seletivos, rapidos
e economicamente viaveis, especialmente para a quantificacdo de elementos
presentes em composi¢cdes complexas, como as matrizes semi-sélidas (Dias, 2019).

Dentre os elementos de interesse farmacologico, o cério (Ce) destaca-
se por suas propriedades redox, atividade antimicrobiana e aplicacdes biomédicas
inovadoras. O cério é um lantanideo com nimero atémico 58, amplamente empregado
na forma de sais, como nitrato de cério, em formulacdes topicas para o tratamento de
lesBes infecciosas e queimaduras cutaneas (Jakupec et al., 2005). Um exemplo séo
0os medicamentos que tém associacdo de sulfadiazina de prata com nitrato de cério,
indicado tanto pela agédo antibacteriana quanto por propriedades imunomoduladoras
e cicatrizantes (Qian et al., 2020).

A crescente popularizacdo de medicamentos com cério traz consigo a
necessidade de técnicas analiticas robustas para controle de qualidade, garantindo
eficacia terapéutica e seguranca ao paciente. Apesar de sua ampla aplicabilidade, a
analise quantitativa de cério em matrizes farmacéuticas semi-solidas apresenta
desafios especificos, especialmente devido a complexidade dessas formulagdes, que
incluem excipientes lipofilicos, emulsificantes e espessantes. A etapa de preparo da
amostra torna-se, portanto, critica para garantir a disponibilizacéo eficiente do analito,
sua estabilizacdo em solucdo e posterior deteccdo sem perdas ou interferéncias
(Krug, 2008).

Dentre as metodologias disponiveis, destacam-se 0s métodos
espectrométricos como a espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES) e a espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS), ambas recomendadas pela Farmacopeia Norte-Americana
(USP <730>, 2018) para determinacdo de elementos em produtos farmacéuticos.
Essas técnicas oferecem elevada seletividade, boa precisdo e ampla faixa linear de
resposta, sendo compativeis com determinacdes em amplas faixas de concentragdes,
como é o caso da composi¢cdo de medicamentos topicos contendo nitrato de cério
(Bizzi et al., 2017).



Neste trabalho, foram avaliadas diferentes estratégias de preparo de
amostra, com foco na extracao liquido-liquido (LLE) e na digestéo acida assistida por
radiacdo micro-ondas. Cada abordagem foi analisada quanto a sua eficiéncia,
praticidade e adequacdo a determinacdo de Ce em medicamento de forma
farmacéutica em gel e creme. Apés o preparo, 0s ensaios analiticos foram conduzidos
por ICP-OES e ICP-MS, seguidos de um processo rigoroso de validacdo conforme
diretrizes da Resolucdo RDC 166/2017 da ANVISA, assegurando a rastreabilidade e
a confiabilidade dos resultados obtidos.

Além da validag&o analitica, é fundamental que os métodos destinados
ao controle de qualidade estejam alinhados as exigéncias regulatérias aplicaveis aos
estudos de estabilidade de medicamentos, conforme estabelecido pela Resolucao da
Diretoria Colegiada n° 318/2019. Essa normativa determina que 0s métodos
empregados no monitoramento do teor do principio ativo sejam adequadamente
validados e capazes de detectar variagbes ao longo do tempo, assegurando a
manutencdo da qualidade, seguranca e eficacia do produto durante seu prazo de
validade.

Assim, esta dissertacdo visa ndo apenas desenvolver e validar
metodologias para a quantificacdo de cério, mas também contribuir com diretrizes
praticas para sua aplicacdo em laboratorios de controle de qualidade, especialmente
em ambientes que lidam com formulacBes topicas. A relevancia cientifica e
tecnoldgica do presente estudo reside na integracao entre conhecimento quimico dos
lantanideos, avancos em preparo de amostras e estratégias analiticas validadas,

promovendo uma interface entre pesquisa académica e aplicacao industrial.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Quimica do elemento cério

O cério (Ce) € um elemento quimico pertencente ao grupo dos
lantanideos, com numero atdbmico 58 e massa atdomica de 140,12 u.m.a. Sua
configuracéo eletrénica é [Xe] 4f2 6s2, que o posiciona como um dos elementos com
caracteristicas quimicas tipicas das terras raras. Descoberto em 1803 de forma
independente por Berzelius e Hisinger na Suécia, e por Klaproth na Alemanha, seu
nome € uma homenagem ao asteroide Ceres, identificado dois anos antes (DAHLE et
al., 2015). Apesar de ser classificado como uma terra rara, o cério é relativamente
abundante na crosta terrestre, apresentando concentracdo superior a de muitos
metais industriais classicos, como o cobre e o0 estanho, o que viabiliza seu uso em
larga escala em diversas aplicacGes tecnolégicas e ambientais (MOUTINHO et al.,
2014).

Do ponto de vista quimico, o cério é um dos elementos mais versateis
entre os lantanideos, sobretudo devido a sua capacidade de apresentar dois estados
de oxidacdo estaveis: +3 (Ce(lll)) e +4 (Ce(lV)). O estado +3 é predominante em
solugdes aquosas e compartilha propriedades tipicas da série, como alto raio iénico,
paramagnetismo e tendéncia a formacdo de complexos com ligantes oxigenados,
como carboxilatos, fosfatos e hidroxilas. Ja o estado +4 confere ao cério um
comportamento Unico, sendo diamagnético e altamente oxidante, estavel apenas em
meio &cido ou em materiais s6lidos como o 6xido de cério (CeO,) (MOHAJERI et al.,
2025). A reversibilidade redox entre Ce(lll) e Ce(lV) é um fator central na quimica do
elemento e tem sido explorada em reacfes cataliticas, processos de purificacdo e
tecnologias ambientais (MUCCILLO et al., 2001)

A solubilidade dos sais de cério varia conforme o anion e o estado de
oxidacdo. Os sais de Ce(lll) costumam ser mais solUveis em agua do que os de
Ce(lV), que formam complexos estaveis com ligantes oxigenados, como EDTA e
citrato. Esses complexos desempenham papel fundamental na mobilizacdo e
biodisponibilidade do cério em sistemas biol6gicos e ambientais (DAHLE et al., 2015).
Sua tendéncia a formar compostos em estado de oxidagdo +4 esta relacionada a
energia de ionizacdo relativamente baixa para remocdo do quarto elétron e a

estabilizacdo energética oferecida por ligantes fortes. A quimica de Ce(IV) &, portanto,



de grande interesse em reacdes de oxidacdo e como padrdo primario em titulometria
redox (BUCHANAN et al., 2022; JAKUPEC et al., 2005).

No ambiente biologico, compostos de cério tém sido estudados por sua
capacidade de atuar como antioxidantes miméticos da superoxido dismutase, em
virtude de sua habilidade de alternar entre Ce(lll) e Ce(lV). Essa propriedade tem sido
explorada em formulacdes terapéuticas para promover a cicatrizagao de tecidos e o
controle de processos inflamatorios (QIAN et al., 2020; KURTULDU et al., 2021).

A combinacao de propriedades fisico-quimicas Unicas, alta afinidade por
ligantes oxigenados, estabilidade térmica e comportamento redox complexo reforca a
importancia do cério como objeto de estudo em quimica inorganica, farmacéutica e

ambiental.

2.1.1 Aplicagbes Farmacéuticas do Ceério

Na medicina, o primeiro uso médico do Ce foi feito pelo obstetra James
Y. Simpson, em meados do século XX, que utilizou o nitrato de cério para o alivio de
nauseas proporcionando um resultado terapéutico satisfatério. A administragdo por
via oral do oxalato de cério (Il) foi amplamente usada por décadas para evitar vomitos
na gravidez, enjoo, outros distlrbios gastrointestinais como diarreia crénica e até
mesmo em disturbios neurolégicos como epilepsia e doenca de Huntington. Até o
inicio do século XX, as preparacdes medicinais continham quantidades substanciais
e variadas de outros lantanideos (JAKUPEC, 2005).

Foi no final do século XX que os efeitos bacteriostaticos do nitrato de
cério (lll) e outros compostos de cério foram descobertos e logo foram usados como
antissépticos topicos na medicina humana e veterinaria. Esses remédios foram
benéficos no tratamento de feridas como queimaduras, gangrena da pele entre outros
(JAKUPEC, 2005).

A capacidade do cério em alterar o estado de oxidagcao entre Ce(lll) e
Ce(IV) durante as reacOes redox € uma caracteristica que confere a esse elemento
um duplo papel em sistemas biol6gicos e o torna um ion terapéutico com atividade
biolégica Unica. Em condicdes de pH fisiologicos, o Ce(lll) pode atuar como
antioxidante e “sequestradores” de espécies reativas de oxigénio, mediando o
oxigénio dentro do microambiente e, como resultado, o cério induz uma resposta anti-
inflamatodria e osteogénese. Por outro lado, em condicdo de baixo pH, o Ce(lV)

assume o papel de pré-oxidante, onde gera espécies reativas de oxigénio e o stress



oxidativo produzido causa danos celulares, exercendo assim, atividade antibacteriana
(KURTULDU, 2021).

Dessa forma, o interesse pelo cério na area farmacéutica tem crescido
de forma significativa nas ultimas décadas, impulsionado por suas propriedades
Unicas de oxidorreducdo, capacidade antioxidante e acdo antimicrobiana. Essas
caracteristicas tornam o0s compostos de cério particularmente promissores em
formulacbes tépicas voltadas a regeneracdo de tecidos, controle de infeccdes e
tratamento de queimaduras (QIAN et al., 2020).

Dentre os compostos mais empregados, destaca-se o nitrato de cério,
gue atua sinergicamente com outros agentes antimicrobianos, como a sulfadiazina de
prata. Essa combinacdo é amplamente utilizada no tratamento de queimaduras de
segundo e terceiro graus. O Ce, nesse contexto, exerce papel fundamental na
protecdo da pele contra infecgdes bacterianas, promovendo a descolonizagdo de
microrganismos patogénicos e facilitando a revitalizacao da ferida (JAKUPEC et al.,
2005; QIAN et al., 2020).

Além de sua eficacia antimicrobiana, o cério também demonstra efeito
anti-inflamatério. Estudos demonstram que nanoparticulas de CeO, mimetizam a
acdo da enzima superoxido dismutase, reduzindo espécies reativas de oxigénio
(reactive oxygen species — ROS) em tecidos lesionados. Essa atividade antioxidante
€ particularmente Util em tratamentos voltados a regeneracdo cutanea, controle de
estresse oxidativo e prevencédo de danos celulares (KURTULDU et al., 2021).

Recentemente, a nanotecnologia tem ampliado as possibilidades de uso
do cério na area da biomedicina. Nanoparticulas de 6xido de cério funcionalizadas
com ligantes especificos vém sendo exploradas como carreadoras de farmacos,
sistemas de liberacdo controlada e componentes de curativos inteligentes. Tais
abordagens visam aumentar a eficacia terapéutica, modular a liberacdo de compostos
ativos e potencializar a agéo antioxidante do cério in situ (KARGOZAR et al., 2018).

Alem das formulacdes topicas, ha estudos experimentais sobre o uso
sistémico de compostos de cério, embora essa aplicagdo ainda requeira investigagdes
mais aprofundadas sobre metabolismo, biodistribuicdo e toxicologia. As aplicacdes
topicas, por outro lado, ja apresentam respaldo clinico consolidado, com eficacia
reconhecida na literatura e aprovagao por agéncias regulatérias internacionais.

O uso do Ce também tem sido avaliado em biofilmes microbianos, que

representam uma barreira fisiologica importante em feridas cronicas e infeccdes



hospitalares. Estudos demonstram que nanoparticulas de CeO, inibem
significativamente a formacdo de biofimes por Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, perturbando sua estrutura e, potencialmente, reduzindo a
resisténcia dos microrganismos a tratamentos topicos convencionais (YEFIMOVA et
al., 2023).

Do ponto de vista farmacotécnico, as formulagdes contendo Ce exigem
atencao especial quanto a estabilidade quimica do ativo em meio aquoso. O Ce(lV),
por exemplo, é suscetivel a reducdo em ambientes biologicos, sendo sua estabilidade
influenciada por fatores como o pH, temperatura e tipo de agente redutor ou oxidante
presente no meio. A literatura aponta que o equilibrio entre Ce(lll) e Ce(IV), assim
como a presenca de defeitos estruturais na rede cristalina, determina a eficacia
antioxidante e a estabilidade funcional das nanoparticulas de 6xido de cério, sendo,
portanto, fundamental o desenvolvimento de sistemas de entrega farmacéutica bem
projetados para garantir sua eficacia e seguranca terapéutica (DAS et al., 2013).

Outro enfoque relevante é o estudo da interacdo dos compostos de Ce
com componentes da pele humana. Evidéncias sugerem que o Ce pode interagir com
proteinas estruturais da epiderme, como queratina e colageno, favorecendo a
reparacao tecidual. Essas interacfes sdo mediadas por forcas eletrostaticas e pela
capacidade do Ce de modular a atividade de metaloproteinases da matriz, enzimas
envolvidas no remodelamento tecidual (CELARDO et al., 2011).

Com a evolucao das tecnologias farmacéuticas e biomédicas, espera-se
gue os compostos de Ce possam ser incorporados a novos dispositivos terapéuticos,
como hidrogéis inteligentes, filmes poliméricos bioadesivos e sistemas de liberacéo
por estimulos externos (pH, temperatura e luz). Em resumo, os compostos de Ce
apresentam um perfil farmacolégico promissor, especialmente para uso tépico, com
potencial de ampliar seu espectro terapéutico com o avanco de tecnologias aplicadas
a liberacéo de farmacos e a medicina regenerativa, consolidando seu papel como um

agente terapéutico multifuncional

2.2 Preparo de amostras

Para a introducdo adequada no instrumento de medida e para minimizar
interferéncias na quantificacdo dos analitos, o preparo de amostras envolve operagdes
fisicas e quimicas. Apesar de algumas técnicas que possibilitam a analise direta de

solidos, a maioria das medidas instrumentais envolve a introdugéo de amostras como



solugdes ou suspensdes, como em geral adotado para ICP-MS e ICP-OES (KRUG,
2008).

2.2.1 Extracao Liquido-Liquido (LLE)

A determinacéo de elementos em matrizes farmacéuticas semissélidas,
como geéis e cremes, exige metodologias de preparo de amostras que sejam eficazes
na separagdo do analito da matriz e compativeis com técnicas analiticas sensiveis.
Dentre os métodos de preparo disponiveis, a extracao liquido-liquido (LLE, Liquid-
Liquid Extraction) destaca-se como uma abordagem classica, econbmica e
amplamente empregada no contexto de amostras complexas (ORLANDO et al.,
2009).

A LLE é baseada no equilibrio com o analito se distribuindo entre duas
fases imisciveis sendo que a quantidade total extraida esta relacionada com o
coeficiente de particdo entre essas duas fases. O procedimento é executado pela
adicdo e agitacdo de um solvente imiscivel na matriz e a extracdo acontece pela
passagem do analito para o solvente imiscivel. Apos a agitacdo sao formadas duas
fases liquidas que sao entdo separadas. A fase contendo o analito pode ser
evaporada, no caso de solventes organicos, ou pode ser, quando aguosa, analisada
diretamente dependendo do método instrumental. (CORDEIRO et al, 2009).

No caso do Ce, sua extracao eficiente em amostras semissélidas requer
a complexacdo com ligantes seletivos que favorecam sua solubilizacdo na fase
organica. Agrawal (2004) desenvolveu um método baseado na complexacdo de
Ce(IV) com o reagente N-fenil-(1,2-metanofulereno Cgp)e:-acido formohidroxamico
(PMFFA), demonstrando a eficacia dessa abordagem para a separacdo, pré-
concentracéo e determinagéo simultdnea de Ce e La por ICP-OES.

Para a aplicacdo da LLE em formulacGes semissolidas, inicialmente é
necessario realizar a solubilizagdo da matriz. Essa etapa pode ser conduzida
mediante a adicéo de solventes polares, como etanol, isopropanol ou solu¢ao tampao,
com posterior agitacdo vigorosa ou sonicacao, promovendo a liberacdo do analito e
sua transferéncia para a fase aquosa. Em seguida, adiciona-se o0 agente complexante,
neste caso o acido N-fenil-(1,2-metanofullereno C60) 61-formohidroxamico PMFFA),
gue reage com o Ce formando um complexo estavel e lipofilico, facilitando sua
extracao para a fase organica, geralmente composta por cloroférmio ou diclorometano
(AGRAWAL, 2004).
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A estratégia metodologica envolve a utilizacdo de massas de amostra
variando entre 0,2 e 1,0 g de creme ou gel farmacéutico, dissolvidos em
aproximadamente 10 mL de tampéao (geralmente borato ou amoénia) ajustado para o
pH otimo de extracdo. Posteriormente, sdo adicionados 10 mL de uma solucdo de
PMFFA 1 x 1073 mol-L™* em acetona, seguido de agitacdo com 10 mL de cloroférmio
por 2 min. Apos a separacdo das fases, a fase organica contendo o complexo Ce—
PMFFA é seca com sulfato de sodio anidro e, se necessario, concentrada por
evaporacao controlada. A redissolucao do residuo em &cido nitrico diluido permite a
posterior quantificacéo instrumental do Ce.

De acordo com Orlando et al. (2009), a repeticdo do processo de
extracdo com multiplas aliquotas menores do solvente organico (por exemplo, duas
aliquotas de 5 mL em vez de uma unica de 10 mL) pode aumentar significativamente
a recuperacdo do analito, especialmente em sistemas de particdo limitados. Além
disso, ajustes como a adicdo de sal (efeito salting-out) e controle da temperatura
podem ser empregados para melhorar o coeficiente de particdo do Ce.

As principais vantagens da LLE incluem a simplicidade operacional,
custo reduzido, aplicabilidade a diferentes tipos de analitos e relativa robustez frente
a variacdo de matriz. No entanto, algumas limitacbes devem ser consideradas, como
a formacédo de emulsdes, consumo de solventes organicos toxicos e dificuldade de
automacao. A utilizacdo de complexantes seletivos como o PMFFA atenua parte
desses desafios, conferindo seletividade, sensibilidade e compatibilidade com
analises subsequentes (AGRAWAL, 2004; ORLANDO et al., 2009).

Também, nas técnicas de extracdo, a introducdo de matrizes organicas
no plasma de argonio pode resultar em efeitos adversos significativos, como
interferéncias de matriz e formacéao de depdsitos de carbono na tocha de plasma e na
regido da interface. Como alternativa, a microextracdo em fase liquida (LPME),
definida como uma miniaturizacdo da técnica classica de extracdo liquido-liquido,
apresenta vantagens expressivas. A miniaturizagdo promove maiores fatores de
enriguecimento, reduz drasticamente o volume de solvente necessario e,
consequentemente, a geracao de residuos, tornando o processo mais sustentavel e
eficiente (PINHEIRO, 2022).

Em termos comparativos, a digestao assistida por radiacdo micro-ondas
€ mais indicada quando se busca a decomposi¢cdo completa da matriz, elevada

robustez metodolégica e compatibilidade com uma ampla gama de elementos
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quimicos. Ja a LLE se sobressai em aplicagfes onde se deseja seletividade analitica,
menor custo operacional e sensibilidade elevada, especialmente para elementos

como o Ce que formam complexos estaveis com ligantes especificos.

2.2.2 Digestdo Acida Assistida por Radiagcdo Micro-ondas

A determinacdo de elementos terras raras como o Ce em matrizes
farmacéuticas semissélidas — incluindo cremes, pomadas e géis — requer
estratégias robustas de preparo de amostras, que garantam a completa
decomposicdo da matriz organica e a liberagcdo quantitativa do analito. A digestao
acida assistida por radiacdo micro-ondas, especialmente quando realizada em frascos
fechados, tem se consolidado como o método mais eficiente, seguro e compativel com
as exigéncias analiticas e regulatérias atuais para esse tipo de aplicacdo (KRUG,
2008; BARIN et al., 2016).

Cremes e géis farmacéuticos sao constituidos por emulsdes e sistemas
coloidais contendo espessantes, emolientes, ceras, 6leos, polimeros e conservantes,
0 que resulta em uma matriz de alta complexidade e teor lipidico significativo (OTTO
et. al. 2018). A decomposicado dessa matriz € essencial para evitar interferéncias na
determinacao de analitos por técnicas de espectrometria atbmica, como ICP-OES e
ICP-MS. A digestdo em frasco fechado possibilita alcancar altas temperaturas, ao
redor de 260 °C, e pressdes de até 199 bar, promovendo a completa mineralizacédo
da amostra em ambiente controlado e evitando perdas por volatilizacdo (NOBREGA
et al., 2012).

Garcia (2016) demonstrou que a digestdo de formas farmacéuticas
contendo complexos organicos foi mais efetiva com o uso de agua régia invertida
HNOs:HCI (3:1 V/V). A autora relatou excelente eficiéncia de digestdo para amostras
como capsulas e comprimidos. O programa de digestdo empregado incluiu uma
rampa de aquecimento de 10 min até 210 °C, com manutengao da temperatura por 20
min, utilizando 5 mL da mistura &cida para 500 mg de amostra.

A aplicacéo da digestédo &cida assistida por radiacdo micro-ondas em
frascos fechados, com o uso de misturas de HNO; e H,0,, representa a estratégia
mais adequada para o preparo de amostras semissolidas na determinacdo de Ce.
Essa abordagem assegura:

. Decomposi¢do completa da matriz lipidica;
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. Reducéo de interferéncias espectrais e ndo espectrais;

. Elevada recuperacgéo do Ce;

. Compatibilidade com técnicas analiticas de alta sensibilidade,
como ICP-MS.

Além da alta eficiéncia analitica, a digestéo assistida por radiacdo micro-
ondas apresenta vantagens operacionais significativas. Entre elas, destaca-se a
possibilidade de padronizacédo rigorosa dos parametros de digestdo, como tempo,
temperatura e volume de reagentes, o que contribui para a elevada reprodutibilidade
dos resultados entre diferentes lotes analiticos. A adocao de sistemas automatizados
com controle simultdneo de temperatura e pressdao em cada frasco de digestédo
assegura a mineralizacao uniforme, mesmo em amostras com composi¢cdo complexa
ou heterogénea, como € o caso de formas farmacéuticas semissolidas.

Outro aspecto relevante diz respeito a seguranca operacional. Os
sistemas modernos de digestdo por radiagdo micro-ondas sdo equipados com
diversos dispositivos de protecao, incluindo sensores para monitoramento continuo
da pressédo e da temperatura, mecanismos de travamento reforcado, sistemas de
exaustdo para liberacao segura de gases, além de sistemas de detec¢cdo de aumento
abrupto de presséo, que interrompem automaticamente a emissao da radiagcao micro-
ondas em caso de risco iminente, conforme reportado por fabricantes e descrito na
literatura técnica

Adicionalmente, a relacdo entre a massa da amostra e o volume de
reagente é um fator critico para o sucesso do processo de digestdo. No caso de
matrizes semissolidas, como géis ou cremes farmacéuticos, recomenda-se 0 uso de
massas entre 250 e 500 mg por frasco reacional, combinadas a volumes de 5 a 8 mL
de reagentes oxidantes, geralmente misturas de HNO; com H,0O,. Também é
recomendavel realizar testes de brancos analiticos de reagentes e controles de
recuperacgéo do analito utilizando materiais de referéncia certificados (CRMs), quando
disponiveis.

A avaliacdo da eficiéncia do processo de digestdo pode realizada por
meio da determinacado do teor de carbono residual (RCC). Esse parametro é definido
como a razao entre a quantidade de carbono presente na digestao final e o teor de
carbono organico total (TOC) originalmente contido na amostra, sendo expresso como
a porcentagem de carbono remanescente apos a digestéo definido pela equacdo 1. O

RCC constitui um indicador direto da eficiéncia da oxidacdo da matéria organica
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durante o preparo de amostras. Valores reduzidos de RCC indicam maior eficiéncia
do processo, uma vez que refletem maior conversdo dos compostos organicos em
espécies volateis, tais como CO e CO,. Por exemplo, um RCC de 10% implica que
aproximadamente 90% da matéria organica foi efetivamente oxidada, permanecendo
apenas 10% do carbono total na digestéo final. O carbono organico dissolvido (DOC)
corresponde a fracdo de carbono que permanece solubilizada na solugdo apés o
procedimento de digestdo. Esse parametro € usualmente expresso como
concentracdo (g.L™) e representa a quantidade absoluta de carbono presente na
digestdo final (BIZZl et. al., 2017). A importancia desses parametros depende
diretamente da técnica instrumental aplicada, i.e. em métodos espectroanaliticos,
como ICP-OES e ICP-MS GOUVEIA, 2001).

RCC = 22 %100
TOC

(Equagéo 1)
Onde: RCC: teor de carbono residual (%); DOC: carbono organico dissolvido (mg/L);
TOC: carbono organico total (mg/L).

Além disso, recomenda-se a inspec¢éo visual dos digeridos para verificar
a auséncia de turbidez, coloracéo atipica ou residuos sdlidos visiveis, 0 que pode
indicar digestao incompleta ou formacéo de subprodutos insoluveis.

A Tabela 1 apresenta uma sintese comparativa entre essas duas

abordagens de preparo de amostras.

Tabela 1. Comparacao entre digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas em frasco
fechado e extragdo liquido-liquido para determinacdo de cério em matrizes farmacéuticas
semissélidas.

Digest&o Acida por
Micro-ondas
Destrutivo (mineralizagéo

Caracteristica Extracdo Liquido-Liquido

Tipo de preparo

Equipamento
necessario
Tempo

Reagentes

Custo operacional

Geracdo de residuos

Seletividade

Compatibilidade com
ICP-MS / ICP-OES

completa)
Forno de micro-ondas
com frascos fechados
Médio a longo

HNO;, H,0,

Elevado
Acidos e peroxido de
hidrogénio (pequeno

volume)

Baixa (ndo seletivo)

Excelente

N&o destrutivo (seletivo)

Funis separadores, vidrarias,
solventes
Curto a médio
Complexantes organicos (ex.:
PMFFA)
Médio a baixo

Solventes organicos (maior
volume)

Alta (dependente do
complexante)
Excelente (com redissolucéo
acida) ou dependente do
solvente organico
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2.3 Técnicas Instrumentais

2.3.1 ICP-OES

A espectrometria de emisséo éptica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES) consolidou-se como uma das técnicas analiticas mais verséteis e robustas
para a determinacdo multielementar em ampla faixa de concentracdes. Desde o0 seu
desenvolvimento, na década de 1970, representou um marco na evolucdo da
espectrometria atbmica, permitindo a analise simultdnea de dezenas de elementos
com elevada precisdo, sensibilidade e maior tolerdncia as matrizes complexas,
quando comparada aos métodos classicos (BOSS, 2004). Atualmente, sua aplicacao
abrange diferentes areas do conhecimento, incluindo o controle de qualidade
farmacéutico, analises ambientais, estudos geologicos, pesquisa agricola e
monitoramento de alimentos (KHAN, 2022).

O principio da ICP-OES baseia-se na emissao de radiacdo caracteristica
por atomos e ions excitados em um plasma de argdnio mantido por radiofrequéncia.
Apoés a introducdo da amostra no plasma, ocorrem processos sucessivos de
dessolvatacdo, vaporizacdo, atomizacdo e excitacdo das espécies quimicas. No
retorno ao estado fundamental, esses atomos e ions liberam fétons em comprimentos
de onda especificos, determinados pela estrutura eletrbnica de cada elemento
(GHOSH, 2013).

O plasma opera em temperaturas entre 6.000 e 10.000 K, condigbes
suficientes para garantir a atomizacgéo eficiente da maioria dos elementos quimicos e
reduzir interferéncias quimicas. A energia necessaria para sustentar o plasma é
fornecida por um gerador de radiofrequéncia (RF), acoplado a uma bobina indutora
que transfere energia ao gas, tipicamente argbnio de alta pureza, por inducdo
eletromagnética (GHOSH, 2013).

O desempenho da ICP-OES esta intimamente relacionado a
configuragcdo de seus principais componentes: sistema de introducdo de amostra,
tocha de plasma, gerador de RF, sistema ¢ptico e detectores.

Sistema de introducdo de amostra: as amostras, geralmente em
solugdes aquosas, sdo convertidas em aerossoOis por nebulizadores acoplados a
camaras de nebulizagdo. Os nebulizadores mais utilizados incluem os modelos

concéntrico pneumatico, de fluxo cruzado, Babington e ultrassénico, cada qual
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apresentando vantagens em termos de eficiéncia de nebulizacdo, resisténcia a
entupimentos e adequacdo a amostras com elevados solidos dissolvidos (TODOLI,
2011; GHOSH, 2013). A camara de nebulizacdo seleciona goticulas da ordem de 5
UM que seguem para o plasma, descartando o excedente (GHOSH, 2013).

Tocha de plasma e gases: constituida por trés tubos concéntricos de
quartzo, a tocha direciona fluxos distintos de gas: externo (plasma), intermediério
(auxiliar) e interno (aerossol da amostra). Assim, a principal funcdo da tocha € produzir
um ambiente adequado para a geracdo e sustentacdo do plasma, garantindo
estabilidade, refrigeracéo e correta introducéo da amostra. (GHOSH, 2013).

Gerador de radiofrequéncia: responsavel por fornecer a energia ao
plasma, opera em frequéncias regulamentadas de 27 ou 40 MHz, com poténcias que
variam tipicamente de 700 a 1500 W. Sistemas modernos empregam geradores de
frequéncia controlada ou de frequéncia livre, permitindo ajustes automaticos frente a
variagcdes no plasma (GHOSH, 2013).

Em seguida, os fétons emitidos no ICP-OES séo coletados por meio de
um espelho céncavo ou de uma lente, que focaliza a radiacdo e forma uma imagem
do plasma na fenda de entrada do sistema 6ptico. Esse feixe € direcionado a um
dispositivo de selecdo de comprimento de onda, denominado policromador,
responsavel por isolar e transferir o comprimento de onda caracteristico do elemento
de interesse. A radiacdo selecionada € entdo detectada por fotodetectores, que a
convertem em sinais elétricos. Esses sinais sdo posteriormente processados,
amplificados por integradores e registrados em computador para tratamento dos
dados (KHAN, 2022).

O monocromador pode estar acoplado a detectores simples, como tubos
fotomultiplicadores (PMT), empregados em andlises de elemento Unico, ou a sistemas
mais avancados, como policromadores associados a detectores de estado sélido.
Esses permitem a determinacdo simultanea de multiplos elementos — em alguns
casos, até 70 elementos em uma Unica medigdo (KHAN, 2022). A Figura 1 apresenta

um esquema ilustrativo do principio de funcionamento da técnica de ICP-OES.
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INTRODUGAO DA CAMARA DE TOCHA DE PLASMA
AMOSTRA NEBULIZACAO ICP

Mebulizador + Bomba Geragso de Aemssol Atomizacio + Exitagso

SISTEMAS AUXILIARES

= Carador da RF
« Bisterrra e Argdinic
« Sigtarra de Resfiamenis
~ Condrle Eletririca

PROCESSAMENTO DETECTOR ESPECTROMETRO

DE DADOS CCD ou PMT Dispersio da Luz
Software + Computador Comversao Luz — Sinal {Grade de Difragao)

RESULTADOS
Caoncentragies
Blementares

Figura 1. Representacdo esquematica dos principais componentes de um instrumento ICP-
OES.

Assim como outras técnicas espectrométricas baseadas em plasma, o
ICP-OES esté sujeito a diferentes tipos de interferéncias que podem comprometer a
exatiddo, a precisdo e os limites de detec¢do do método analitico.

As interferéncias espectrais sao particularmente numerosas e mais
dificeis de eliminar. Existem mais de 50.000 linhas espectrais documentadas para a
técnica, o que evidencia a elevada complexidade do espectro de emissédo gerado no
plasma. A presenca de componentes da matriz pode ocasionar problemas
consideraveis, tornando obrigatdrio o uso de espectrdmetros de alta resolugéo para a
analise de amostras complexas, como ligas metalicas, materiais bioldgicos e rochas
(TYLER, [s.d.]).

Em sistemas simultaneos de ICP-OES, sdo amplamente empregadas
correcdes interelementares e procedimentos de corregdes espectrais. Entretanto, tais
estratégias apresentam sucesso limitado, principalmente em funcdo do aumento da
incerteza associada aos resultados obtidos. Além disso, o sinal de fundo (background)
no ICP-OES pode apresentar-se elevado ou estruturado, exigindo correcéo realizada

fora da linha analitica (off-line). Quando disponivel, a correcao dinamica sofisticada
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de fundo constitui ferramenta extremamente Gtil para melhorar a exatiddo dos
resultados (TYLER, [s.d.]).

Outro fator relevante refere-se a formacdo de espécies moleculares no
plasma, como OH, que podem originar picos ou bandas espectrais adicionais. Essas
contribuicdes tornam-se particularmente criticas na determinacdo de analitos em
baixas concentracdes, podendo degradar os limites de detecgcdo em amostras reais
(TYLER, [s.d.]).

Assim como na técnica de ICP-MS, o ICP-OES pode utilizar padrao
interno como estratégia para compensar efeitos de matriz, incluindo efeitos de
transporte no processo de introdugcdo de amostra, geralmente efetuado por
nebulizacdo pneumatica, e diferencas de viscosidade entre amostras e solucdes de
calibracédo (TYLER, [s.d.]).

Adicionalmente, interferéncias decorrentes de elementos facilmente
ionizaveis podem alterar o equilibrio de ionizacdo no plasma. Esse efeito pode ser
minimizado por meio da escolha criteriosa das condicfes analiticas especificas para
cada elemento ou pela adicdo de um supressor de ionizacao, obtido pela adicdo de

excesso de um elemento do Grupo | da tabela periodica (TYLER, [s.d.]).

2.3.2 ICP-MS

A espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS) é uma técnica instrumental de alta sensibilidade e seletividade, amplamente
utilizada para a determinacdo multielementar e analise isotépica, particularmente em
concentracbes de tracos e ultratracos (PROFROCK,2012). Desenvolvida
comercialmente a partir de 1983, essa técnica consolidou-se como ferramenta
essencial em areas que exigem alta precisao analitica, como geociéncias, ciéncias
ambientais, industria farmacéutica e ciéncias forenses (AMMANN, 2007)

O principio do ICP-MS baseia-se na combinacdo de um plasma de
argonio, gerado por acoplamento indutivo de radiofrequéncia, com um analisador de
massas. A amostra, geralmente em solucdo aquosa, € convertida em um aerossol por
um sistema de nebulizagdo e introduzida no plasma. Nesse ambiente, com
temperaturas da ordem de 6.000 a 10.000 K, ocorre a atomizacdo e posterior
ionizacao das espécies presentes. Os ions formados séao entéo extraidos do plasma
através de um sistema de interface composto, geralmente, por dois cones metélicos

(cone de amostragem e cone de skimmer), que conduzem os ions para a regiao de



18

vacuo do espectrédmetro. Em seguida, os ions sdo separados segundo sua razao
massa/carga (m/z) por um analisador de massas e detectados por sistemas
eletrénicos de alta sensibilidade (AMMANN, 2007; LINGE, 2009).

A instrumentacdo basica de um ICP-MS inclui diferentes subsistemas,
cada um com funcgdo especifica. A tocha de plasma, fabricada em quartzo, € composta
por trés tubos concéntricos por onde circula o gas de argbnio. A bobina de inducéo,
conectada a um gerador de radiofrequéncia (tipicamente de 27 ou 40 MHz), fornece a
energia necessaria para o acoplamento indutivo e a formacao do plasma. O sistema
de interface contém o cone de amostragem e o cone de skimmer, que permitem a
transicdo do plasma a pressdo atmosférica para a camara de vacuo, minimizando
perdas e preservando a integridade dos ions formados. O sistema de vacuo garante
condicbes adequadas para o transporte e focalizacdo dos ions. O analisador de
massas, que pode ser do tipo quadrupolo, setor magnético ou tempo de voo, separa
os ions conforme sua razdo m/z. Por fim, o detector, geralmente um multiplicador de
elétrons, registra 0s sinais correspondentes aos ions incidentes, permitindo
qguantificacdo precisa (LINGE, 2009). A Figura 2 apresenta um esquema ilustrativo do

principio de funcionamento da técnica de ICP-MS.

INTRODUGAQ DA NEBULIZADOR CAMARA DE
AMOSTRA Geragio de Aprossol NEBULIZAGAO
Bomiba Paristilica + Arglrias Selecia de Gotas

RESULTADOS
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PROCESSAMENTO OPTICA I0NICA
DE DADOS
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Softwara + Compltadar
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M ifipicaor da MA3SAS
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Figura 2. Representacao esquematica dos principais componentes de um instrumento ICP-
MS.
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O desempenho do ICP-MS depende fortemente do sistema de
introducdo de amostra. A introdug&o de amostras em ICP é realizada, de forma mais
comum e econdmica, por meio de solucbes liquidas, que exigem digestdo e
dissolucéo para obtencéo de solu¢cdes homogéneas. Como alternativas, destacam-se
a ablacdo a laser (LA-ICP-MS), que permite a analise direta de sdlidos, e a
vaporizacao eletrotérmica (ETV), que possibilita a preparacdo in situ com pré-
concentracdo do analito e reducédo de interferéncias de matriz. A eficiéncia pode ser
ainda ampliada pelo uso de nebulizadores de alto desempenho, como os ultrassénicos
(USN). Técnicas que operam com baixa ou nenhuma introducéo de solvente, como
aerossois secos, LA e ETV, séo preferiveis, pois reduzem a formacdo de ions
poliatdmicos e o ruido espectral. Estudos comparativos evidenciam que, embora LA e
ETV apresentem vantagens especificas, a nebulizacdo em solucdo se destaca por
sua maior reprodutibilidade e limites de detec¢cédo mais baixos, configurando-se como
a técnica mais sensivel para matrizes liquidas (AMMANN, 2007).

A separacdo dos ions pode ser realizada por diferentes tipos de
analisadores de massas, cada um com caracteristicas especificas. O quadrupolo é o
mais utilizado, principalmente devido ao seu menor custo e a robustez operacional,
fornecendo resolucédo unitaria e elevada velocidade de varredura. Ja o analisador de
setor magnético distingue-se por oferecer alta resolucdo e excelente precisédo
isotopica, embora apresente maior complexidade operacional e custos
significativamente mais elevados (LINGE, 2009).

A técnica ICP-MS esta sujeito a ocorréncia de diferentes tipos de
interferéncias, as quais devem ser compreendidas e controladas para garantir a
confiabilidade dos resultados analiticos (TYLER, [s.d.]).

As interferéncias espectrais em ICP-MS sdo previsiveis e totalizam
menos de 300. As principais sdo as interferéncias poliatdmicas e isobaricas, que
ocorrem quando uma espécie apresenta massa semelhante a do analito e ndo pode
ser resolvida pela resolucdo tipica do espectrdbmetro com arranjo quadrupolar
(aproximadamente 1 u.m.a.). Exemplos incluem 8Ni sobre %8Fe, “°Ar sobre 4°Ca,
40Ar¢0 sobre 6Fe e “CAr—*0Ar sobre 8Se. Nesses casos, podem ser empregadas
equacles elementares, analogas as corre¢cdes interelementares utilizadas em ICP-
OES. Em muitas situacdes, também € possivel selecionar isotopos alternativos de

menor abundancia natural para corrigir a interferéncia (TYLER, [s.d.]).
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A utilizacdo de gases mistos (pequenas porcentagens de gases como
nitrogénio ou amonia adicionadas ao argbnio) pode reduzir interferéncias em
determinadas condicfes. A tecnologia de células de colisdo e reacao possibilita a
determinacdo de baixas concentracdes utilizando massas mais favoraveis, embora
ainda existam ressalvas quanto a sua aplicabilidade em analises rotineiras,
especialmente quanto a escolha ideal do gas em laboratérios de rotina (TYLER, [s.d.]).

O sinal de fundo no ICP-MS é extremamente baixo, tipicamente inferior
a 10 contagens por segundo, ndo representando, em geral, um problema analitico.
Essa caracteristica € uma das principais razdes para os limites de detecc¢ao superiores
da técnica (TYLER, [s.d.]).

Acidos como HCI, HCIO,, H;PO, e H,SO, também podem causar
problemas espectrais significativos em ICP-MS, devido a formacédo de interferéncias
poliatdmicas envolvendo ions como CI*, P* e S* combinados com espécies da matriz,
como Ar*, O* e H*. Exemplos incluem 3°CI*°Ar sobre "°As e 3°CI*®0 sobre V. Dessa
forma, a utilizacdo desses acidos deve ser evitada sempre que possivel. As solucdes
para analise por ICP-MS s&do normalmente preparadas em acido nitrico, embora
cuidados adicionais possam ser necessarios (TYLER, [s.d.]).

fons duplamente carregados podem causar interferéncias espectrais na
metade da razdo massal/carga (m/z) do ion monovalente correspondente, como
138Ba+ sobre %°Ga+ ou 2%Pb+ sobre !°“Ru+. Essas interferéncias sdo pouco
frequentes e podem ser minimizadas por meio da otimizacdo das condi¢cdes
instrumentais (TYLER, [s.d.]).

Além das interferéncias espectrais, a técnica também esti sujeita a
efeitos de transporte que afetam a eficiéncia de formacéo do aerossol. Nesses casos,
0 ajuste de matriz € geralmente requerido, embora a padronizacao interna possa ser
utilizada como alternativa. A elevada velocidade de varredura do ICP-MS proporciona
resultados superiores quando se utiliza padrao interno (TYLER, [s.d.]).

Efeitos de ionizacdo podem ocorrer em amostras contendo altas
concentracbes de elementos dos Grupos | e I, podendo exigir ajuste de matriz,
diluicho da amostra, adicdo de padréo, diluicdo isotopica, extragdo ou separacao
cromatografica. O uso de supressores de ionizagdo ndo é recomendado devido ao
aumento do teor de sélidos dissolvidos (TYLER, [s.d.]).

Por fim, ocorrem os efeitos de carga espacial, principalmente apos o

cone skimmer, onde a densidade de carga liquida torna-se diferente de zero. A
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elevada densidade de ions promove interacdes no feixe idnico, resultando na perda
preferencial de ions leves na presenca de ions pesados, como Pb* afetando Li*. A
compensagao pode ser realizada por ajuste de matriz, escolha criteriosa de padrdes
internos ao longo da faixa de massas dos analitos ou diluicdo da amostra, sendo essa
altima considerada o método mais simples e efetivo (TYLER, [s.d.]).

Sendo assim, quando se comparam as duas técnicas, as principais
vantagens do ICP-MS incluem limites de detecc¢éo ultrabaixos (ng/L — pg/L), ampla
faixa linear, alta sensibilidade, capacidade multielementar e possibilidade de
determinacao de razdes isotopicas. Como limitacdes, destacam-se o custo elevado
de aquisicdo e manutencao, a necessidade de gases de alta pureza e a suscetibilidade
a interferéncias, que exigem estratégias de correcdo adequadas.

O ICP-OES é uma técnica consolidada para a determinacdo de
elementos traco, mas apresenta diferencas importantes quando comparada ao ICP-
MS. Ambas as técnicas utilizam a mesma fonte de plasma indutivamente acoplado,
porém divergem no modo como os ions do analito sdo processados. No ICP-OES, os
fétons emitidos pelos atomos excitados no plasma sdo detectados apds selecéo
espectral, enquanto no ICP-MS os ions formados s&o introduzidos em um
espectrometro de massas, onde sdo separados de acordo com a sua relacdo
massal/carga (m/z). Essa distincdo confere ao ICP-MS maior sensibilidade e
seletividade, uma vez que a deteccdo em funcéo de m/z reduz sinais de fundo e

possibilita a identificacdo especifica dos elementos (KHAN, 2022).

2.3.3 Aplicagdes na industria farmacéutica

A seguranca e a eficacia dos produtos farmacéuticos sdo questdes
fundamentais na area farmacéutica. O monitoramento das impurezas elementares é
indispensavel, uma vez que elementos potencialmente toxicos podem estar presentes
como contaminantes oriundos de matérias-primas, processos de fabricacao,
equipamentos ou embalagens. Em niveis inadequados, essas impurezas podem
comprometer a seguranca do medicamento e gerar efeitos farmacolégico-
toxicoldgicos indesejados (PINHEIRO, 2022).

Conforme observado em varios estudos, na maioria dos casos, 0S
elementos-alvo presentes em amostras farmacéuticas comerciais encontram-se em
baixas concentracdes, inclusive abaixo dos respectivos limites de quantificacdo do

método analitico. Além disso, um banco de dados com excipientes contendo



22

impurezas elementares confirma que as concentracbes dessas impurezas nos
excipientes sdo geralmente baixas. De modo semelhante, na analise de suplementos
alimentares, como produtos botanicos, multivitaminicos, creatina e suplementos
esportivos, impurezas elementares que sdo consideradas criticas (arsénio, cadmio,
mercurio e chumbo), também ocorrem em baixas concentracdes. Portanto, é
essencial desenvolver métodos analiticos altamente sensiveis e seletivos para a
determinacao elementar em substancias farmacéuticas, garantindo a seguranca e a
eficacia dos medicamentos destinados ao consumo humano (PINHEIRO, 2022).

Nesse contexto, as técnicas de espectrometria baseadas em plasma
indutivamente acoplado, especificamente ICP-MS e ICP-OES, consolidaram-se como
ferramentas analiticas essenciais na indastria farmacéutica para determinacao de
impurezas elementares em produtos farmacéuticos e ingredientes farmacéuticos
ativos, especialmente apés a implementacéo dos capitulos gerais da USP 232 e 233,
0sS quais estabelecem limites rigorosos para elementos toxicos, tornando-se uma
exigéncia regulatéria critica. Métodos baseados em ICP sdo particularmente
adequados para atender aos requisitos da USP, oferecendo capacidade multi-
elementar, alta sensibilidade e ampla faixa dindmica linear, caracteristicas que
atendem perfeitamente as demandas de deteccéo e quantificacdo simultanea desses
elementos em concentracdes da ordem de tracos (BARIN et al., 2016).

O ICP-MS destaca-se pela sua excepcional sensibilidade, possibilitando
a deteccdo de elementos em niveis de partes por trilhdo (ppt), fundamental para
determinacdo de elementos altamente toxicos como arsénio, cadmio, mercurio e
chumbo. Estudos demonstraram a eficacia do ICP-MS na determinacéo de impurezas
elementares em ingredientes farmacéuticos ativos (IFA), utilizando digestdo em
camara de reacdo unica em conformidade com os requisitos da USP 232 e 233. A
técnica permite a analise simultdnea de multiplos elementos com minima quantidade
de amostra, que se torna uma vantagem valiosa principalmente quando se trabalha
com IFA’s de alto custo (MULLER et al., 2015). Estudos também demonstram que as
técnicas baseadas em plasma aplicadas a determinagéo de arsénio, cadmio, mercurio
e chumbo em diversos medicamentos e excipientes evidenciam a robustez desses
métodos para analises rotineiras de controle de qualidade na area farmacéutica,
especialmente quando associadas a procedimentos simples de preparo de amostras

por digestdo 4cida assistida por radiagdo micro-ondas. (SILVA, 2017).
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O ICP-OES, embora apresente limites de deteccao na ordem de partes
por bilhdo (ppb), superiores ao ICP-MS, oferece vantagens significativas em termos
de robustez operacional, menor custo de aquisicio e manutencdo, e menor
suscetibilidade a interferéncias de matriz. Estudos que avaliaram o procedimento de
diluicdo direta para determinagdo de impurezas inorganicas em amostras
farmacéuticas liquidas por ICP-OES, demonstraram que abordagens simples de
preparo de amostra podem ser eficazes quando adequadamente validadas, tornando
o ICP-OES uma alternativa atrativa para laboratérios que buscam equilibrar
sensibilidade analitica com viabilidade econdmica (PINHEIRO, 2019).

Um dos desafios criticos na anélise farmacéutica por ICP € o preparo de
amostra adequado, especialmente para matrizes complexas. Trabalhos investigaram
digestdo assistida por radiacdo micro-ondas para medicamentos em conformidade
com a USP, demonstrando que métodos simplificados podem ser eficazes quando
otimizados (PINHEIROS, 2019). Abordagens mais complexas também tém sido
exploradas, como a microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) baseadas em
diferentes tipos de solventes. Nesse contexto, técnicas de pré-concentracéo
fundamentadas em microextracdo, especialmente a DLLME, tém sido amplamente
aplicadas devido as suas vantagens, como simplicidade, rapidez, baixo custo,
facilidade de operacdo e elevados fatores de enriquecimento, mesmo utilizando
volumes extremamente reduzidos de solvente extrator. Ap6s o procedimento de
DLLME, o baixo volume de solvente extrator obtido € geralmente dissolvido em outro
solvente organico miscivel, antes da introducdo do extrato por nebulizacdo
pneumatica, etapa que possibilita a analise instrumental subsequente. (PINHEIRO,
2021).

Um estudo critico sobre métodos de digestdo para determinacdo de
elementos téxicos em insumos farmacéuticos triciclicos por ICP-MS foi realizado,
evidenciando que a escolha do método de preparo de amostra € crucial para obtencéo
de resultados precisos e exatos (BARIN et al., 2014). Também foi feita a determinacao
de impurezas elementares em amostras de omeprazol genérico e de referéncia,
demonstrando a aplicabilidade das técnicas de ICP para estudos comparativos de
qualidade farmacéutica (PINHEIRO et al., 2020).

Outra aplicacédo relevante € a determinacéo de macro e micronutrientes
por meio das técnicas ICP-MS e ICP-OES em suplementos esportivos. Os beneficios

desses suplementos estdo associados ao seu elevado valor biolégico, uma vez que
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contém peptideos bioativos que participam da sintese proteica, da regeneracéo e do
ganho de massa muscular, além de exercerem fun¢des antimicrobianas e reguladoras
do sistema imunologico. Os macronutrientes desempenham papéis fundamentais em
diversas funcdes metabdlicas: calcio, magnésio e fosforo sdo essenciais para a
regeneracdo 6ssea e muscular; sodio e potdssio sdo indispenséveis para a
manutencao da pressao osmotica celular e o enxofre é necessario para a composi¢cao
de aminoacidos como metionina e cisteina. Contudo, a ingestao inadequada desses
elementos pode causar disfuncbes metabdlicas, tornando indispensavel o
monitoramento de suas concentragcdes em suplementos esportivos (BABOS et al.,
2021).

Paralelamente, as técnicas de ICP-MS e ICP-OES também sé&o
aplicadas na determinacdo do teor de compostos inorganicos que possuem funcgéo
tecnologica ou terapéutica nos medicamentos. Nesse caso, 0 objetivo ndo é apenas
monitorar contaminantes, mas garantir que a quantidade declarada de sais, minerais
ou espécies metalicas ativas esteja dentro das especificacdes estabelecidas,
assegurando eficacia e qualidade farmacéutica. Embora as referéncias foquem
predominantemente em ingredientes farmacéuticos ativos e formulagées liquidas ou
sélidas, os principios de preparo de amostra e andlise instrumental séo extensiveis a
matrizes semi-sélidas, como cremes e géis. A combina¢do adequada de técnicas de
digestdo, microextracdo ou diluicdo direta, seguida de andlise por ICP-MS ou ICP-
OES, permite abordagens robustas para determinacdo elementar em diversas
matrizes farmacéuticas.

Dessa maneira, a aplicacdo das técnicas analiticas de ICP-MS e ICP-
OES na industria farmacéutica consolida-se como ferramenta essencial para
assegurar a conformidade com as normas vigentes, padronizar a analise elementar e
garantir a seguranca, a eficacia e a qualidade dos medicamentos destinados ao

consumo humano.

2.4 Regulamentacdes
2.4.1 Capitulos Gerais USP <730>, <232>, <233>
O Capitulo Geral <730> — Plasma Spectrochemical Analysis, da United

States Pharmacopeia (USP), estabelece os critérios técnicos para a analise

espectroquimica de elementos utilizando ICP-OES e ICP-MS. Esse capitulo foi
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introduzido na USP 29 — NF 24, com vigéncia a partir de 1° de janeiro de 2006, e
permanece como referéncia técnica relevante para a determinacdo de metais em
produtos farmacéuticos (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2018).

No Brasil, embora ndo exista uma regulamentacdo especifica que
estabeleca parametros técnicos detalhados para a quantificacdo de elementos por
ICP-OES ou ICP-MS em medicamentos, a ado¢ao das diretrizes da USP <730> tem
sido amplamente aceita como um referencial técnico internacional para garantir a
qualidade dos resultados analiticos.

O Capitulo USP <730> descreve os principais parametros que devem
ser avaliados e controlados durante a execucdo de analises por técnicas

espectroquimicas de plasma. Dentre eles, destacam-se:

. Precisao (repetibilidade e precisao intermediaria);
. Exatidéo;
. Especificidade/Seletividade;

. Limite de Detecc¢édo (LOD);
. Limite de Quantificacdo (LOQ);

. Linearidade e faixa de trabalho;

. Robustez;

. Preparacao e diluicdo de amostras e padrdes de referéncia;
. Controle de interferéncias espectrais e de matriz;

. Uso de materiais de referéncia certificados (CRMs);

. Verificagdo continua do desempenho analitico.

Além desses parametros, o capitulo enfatiza a importancia do uso de
instrumentacdo adequada, controle ambiental, calibracdo regular, validacdo dos
métodos e adocao de Boas Praticas Laboratoriais (Good Laboratory Practices — GLP).
Também recomenda a documentacdo completa dos procedimentos, incluindo
registros de condi¢des operacionais, preparo de amostras, padrdes, curvas analiticas
e relatorios de validacdo (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2018).

No contexto desta dissertacéo, o Capitulo USP <730> foi utilizado como
base normativa para o desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos por ICP-
OES e ICP-MS aplicados a quantificacdo de Ce em formulacdes farmacéuticas
semissélidas. Sua adocdo permitiu assegurar conformidade com exigéncias
internacionais de qualidade e garantir a rastreabilidade e confiabilidade dos dados

analiticos obtidos.
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De forma complementar, os capitulos USP <232> e USP <233>
representam marcos regulatérios especificos para o controle de impurezas
elementares em medicamentos. O capitulo <232> estabelece limites de exposi¢cao
diaria para elementos potencialmente toxicos, considerando as diferentes vias de
administracé@o e classificando-os de acordo com sua toxicidade e impacto a saude.
Dessa maneira, orienta a industria farmacéutica quanto aos elementos que devem ser
monitorados e aos niveis maximos aceitaveis, assegurando que a presenca dessas
impurezas permaneca dentro de parametros de seguranca. Ja o capitulo <233>
apresenta os critérios metodolégicos e parametros de validagdo a serem seguidos
para a determinagcdo dessas impurezas, incluindo requisitos de exatidao, preciséao,
especificidade, robustez e limites de deteccao e quantificacdo. Esse capitulo também
padroniza os parametros de desempenho que devem ser avaliados para garantir que
os métodos empregados sejam confiaveis e reprodutiveis, refor¢cando a aplicabilidade
de técnicas como ICP-MS e ICP-OES no monitoramento regulatério.

Assim, a integracao das diretrizes descritas nos capitulos USP <730>,
USP <232> e USP <233> possibilita ndo apenas o cumprimento de exigéncias
regulatérias internacionais, mas também o avanco na padronizacdo e na qualidade
das analises. Esses referenciais consolidam-se como diretrizes indispensaveis para o
controle de qualidade de medicamentos, assegurando tanto a seguranca do paciente

guanto a credibilidade dos resultados laboratoriais.

2.4.2 RDC n° 166/2017

A Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 166, publicada em 24 de
julho de 2017 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece os
critérios obrigatérios para a validacdo de métodos analiticos utilizados na avaliacéo
da qualidade de medicamentos, insumos farmacéuticos e demais produtos sujeitos a
vigilancia sanitaria no Brasil (BRASIL, 2017). Essa resolucdo constitui o principal
marco regulatério nacional no que se refere a validacao analitica, sendo amplamente

utilizada em processos de registro, pds-registro e monitoramento de qualidade.

A RDC n° 166/2017 define que os métodos analiticos devem ser
adequados a finalidade pretendida e devem ser validados total ou parcialmente, a

depender do estagio de desenvolvimento do produto e do tipo de estudo a ser
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realizado. Para métodos quantitativos, os parametros minimos obrigatorios a serem

avaliados incluem:

. Especificidade/seletividade - capacidade de medir com

precisao o analito na presenca de componentes da matriz;

. Linearidade — demonstracdo de que a resposta do método €

proporcional & concentracéo do analito;

. Faixa de trabalho — intervalo de concentracdo no qual o método

demonstra preciséo, exatidao e linearidade aceitaveis;

. Exatiddo — medida da proximidade entre o valor experimental e o

valor verdadeiro;

. Precisdo — reprodutibilidade sob condigcbes repetidas

(repetibilidade) e sob condi¢des intermediarias (preciséo intermediaria);

. Limite de deteccdo (LOD) — menor quantidade do analito que

pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada;

. Limite de quantificacdo (LOQ) — menor quantidade do analito

que pode ser quantificada com precisao e exatidao aceitaveis;

. Robustez — capacidade do método de permanecer insensivel a

pequenas variacdes nos parametros operacionais;

. Estabilidade da amostra e do padrdo - verificacdo da
integridade analitica ao longo do tempo e sob diferentes condi¢cdes de
armazenamento (BRASIL, 2017).

Adicionalmente, a resolucéo exige que a validacado seja documentada e
gue os resultados obtidos sejam passiveis de rastreabilidade, com uso preferencial de
materiais de referéncia certificados e padrées adequados. A aplicacdo das validacdes
deve obedecer aos principios das Boas Praticas de Laboratério (BPL), além de
considerar requisitos de auditorias, inspecdes e regulamentagdes internacionais

compativeis com o escopo do método.

A utilizacdo simultanea dessas normas permite ao analista ndo apenas
atender aos requisitos legais vigentes no Brasil, conforme preconizado pela ANVISA,

mas também alinhar seus procedimentos analiticos as praticas adotadas
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internacionalmente. Enquanto a RDC n° 166/2017 foca na validagdo como um todo —
com énfase na robustez metodoldgica e na documentagdo sisteméatica — a USP
<730> orienta especificamente sobre a execucdo de andlises espectroquimicas,
detalhando aspectos como preparo de amostras, calibracéo, controle de interferéncias

espectrais e uso de materiais de referéncia certificados.

No desenvolvimento metodoldgico realizado nesta dissertacédo, a RDC
n°® 166/2017 foi utilizada como norma primaria para a validacdo dos métodos
analiticos, assegurando conformidade com a regulamentagdo nacional. Por outro
lado, o Capitulo USP <730> foi empregado como diretriz técnica especializada,
especialmente nos limites estabelecidos para o uso de ICP-MS e ICP-OES na

guantificacdo do Ce em matrizes semissolidas.

Essa integracdo normativa fortalece a confiabilidade dos dados obtidos,
garantindo que os métodos desenvolvidos atendam simultaneamente aos critérios
nacionais e as boas praticas analiticas reconhecidas internacionalmente. Tal
abordagem é especialmente importante para a industria farmacéutica, que deve
assegurar ndo apenas a eficicia terapéutica de seus produtos, mas também a

rastreabilidade e a seguranca analitica durante todo o ciclo de vida do medicamento.

2.4.3 RDC n° 318/2019

A garantia da qualidade, segurancga e eficacia de medicamentos esta
diretamente relacionada ao adequado controle de suas caracteristicas fisico-quimicas
ao longo do prazo de validade. Nesse contexto, os estudos de estabilidade
desempenham papel fundamental na avaliacdo do comportamento do principio ativo
e da formulacéo frente a fatores como temperatura, umidade e luz, permitindo a
definicdo de condicdes de armazenamento e periodo de validade.

No Brasil, os estudos de estabilidade sdo regulamentados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria por meio da Resolucdo da Diretoria Colegiada n°
318/2019, que estabelece critérios técnicos para a condugdo desses estudos em
insumos farmacéuticos ativos e medicamentos. A normativa determina que o0s
meétodos analiticos empregados para o acompanhamento do teor do principio ativo
devem ser devidamente validados e possuir capacidade de detectar alteracdes

relevantes ao longo do tempo, sendo, portanto, indicativos de estabilidade.
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Um método indicativo de estabilidade deve apresentar especificidade
suficiente para distinguir o analito de possiveis produtos de degradac¢éo, impurezas
ou interferentes provenientes da matriz, além de demonstrar desempenho adequado
qguanto a linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. A validacdo analitica, nesse
cenario, ndo constitui apenas uma etapa formal do desenvolvimento metodoldgico,
mas um requisito essencial para assegurar confiabilidade aos resultados obtidos nos
estudos de estabilidade.

Considerando a complexidade das matrizes semissolidas, como cremes
e géis, e a necessidade de monitoramento preciso do teor de nitrato de cério como
principio ativo, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de metodologias
instrumentais sensiveis e seletivas. Assim, a aplicacdo das técnicas de ICP-OES e
ICP-MS, devidamente validadas conforme os critérios regulatorios vigentes,
fundamenta a confiabilidade do método proposto como ferramenta adequada para o
acompanhamento da estabilidade do medicamento.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar procedimentos analiticos para a determinacao
quantitativa de nitrato de cério como principio ativo em medicamentos de formas
farmacéuticas em creme e gel empregando as técnicas de ICP-OES e ICP-MS

visando a aplicacdo no controle de qualidade.

3.2 Objetivos Especificos

I. Desenvolver e otimizar procedimentos de preparo de amostras
para medicamentos com matrizes semissélidas (creme e gel), empregando
estratégias de extracao liquido-liquido (LLE) e digestédo acida assistida por radiacéo
micro-ondas em frasco fechado, considerando a eficiéncia de decomposicéo da matriz
organica e a minimizagéo de interferéncias analiticas;

il. Estabelecer e otimizar as condi¢cdes instrumentais para a
determinacao de nitrato de cério por ICP-OES e ICP-MS,

Iil. Validar os procedimentos analiticos desenvolvidos de acordo com
as diretrizes regulatérias vigentes, por meio da avaliacdo dos parametros de
linearidade, seletividade, exatiddo, precisao (repetibilidade e precisao intermediéria) e
robustez;

iv. Comparar o desempenho analitico das técnicas ICP-OES e ICP-
MS quanto a aplicabilidade, sensibilidade, custo operacional e adequacao a rotina
laboratorial;

V. v. Selecionar a metodologia mais apropriada para internalizacao
na rotina de controle de qualidade, considerando critérios técnicos, regulatérios e

operacionais.
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4. Materiais e métodos

Os equipamentos, reagentes e amostras empregados neste estudo
foram gentilmente disponibilizados pelo Laboratério Cristalia Produtos Quimicos

Farmacéuticos Ltda.

4.1 Instrumentacéo

O processo de digestao das amostras foi realizado em um sistema de
digestao assistida por micro-ondas da marca CEM, modelo MARS-6, o qual possibilita
0 controle preciso de temperatura e pressdo, assegurando uma decomposi¢cao
eficiente e reprodutivel das amostras semissolidas. O sistema dispde de mecanismos
de seguranca integrados, como sensores de pressao e temperatura, que evitam
sobrepressdo e garantem a integridade do operador e do equipamento, medidas

essas fundamentais para assegurar a confiabilidade dos resultados.

O &cido nitrico (HNOs) utilizado nas etapas analiticas foi previamente
purificado em um destilador de acidos da marca Milestone e modelo SubCLEAN T480,
que opera com base no principio da destilacdo por sub-ebulicdo (sub-boiling). No
processo de sub-ebulicdo (sub-boiling), utilizam-se lampadas de infravermelho sem
contato para aqguecer suavemente a superficie do liquido, mantendo-a geralmente
cerca de 20 °C abaixo do ponto de ebulicdo. Esse aquecimento controlado evita a
formacdo brusca de goticulas, levando a gradual producdo do acido puificado
(MILESTONE, PENSE BRANCO). As vantagens desse procedimento é: 90% de
economia com custos de 4cidos ultra-puros a partir da purificacdo de acidos de baixo
custo, purificacdo acida sob demanda, alta produtividade e re-purificacdo de acidos
contaminados (MILLESTONE, PENSE BRANCO).

Todas as partes em contato com acidos do sistema de destilagdo sub-
ebulicio SubCLEAN da Milestone é feita de fluorpolimeros de alta pureza
(MILLESTONE, PENSE BRANCO). O acido é transferido automaticamente para o
reservatorio de destilacdo, onde € aquecido suavemente em temperatura abaixo de
seu ponto de ebulicdo. Todo o processo de destilacdo € controlado por
microprocessador, permitindo que o usuario defina o tempo e a poténcia usando um
terminal de controle compacto (MILLESTONE, PENSE BRANCO). A tela do terminal

€ sensivel ao toque, e de facil leitura. O subCLEAN nao requer agua refrigerada, uma
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vez que o vapor acido rapidamente condensa na garrafa de coleta através de
arrefecimento por ar forcado (MILESTONE, PENSE BRANCO).

Para o desenvolvimento do procedimento de extracao liquido-liquido
(LLE), foram empregados 0s seguintes equipamentos: balan¢a analitica de preciséo,
tubos Falcon de 50 mL, agitador tipo vortex e centrifuga.

A determinagdo do cério foi realizada utilizando dois sistemas

instrumentais:

a) Espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) da marca Thermo Scientific, modelo iCAP 7000:

o O modelo iCAP 7000 da Thermo Scientific € um equipamento de
alta resolugdo e sensibilidade, capaz de detectar dezenas de elementos
simultaneamente;

o Possui um sistema éptico duplo (axial e radial), permitindo maior
flexibilidade entre analise de amostras com teores baixos (modo axial) ou altos (modo
radial);

o Apresenta baixo consumo de argonio e tempo de estabilizacao
rapido, tornando-o adequado para analises de rotina e laboratorios de controle de
qualidade;

o O software Qtegra ISDS (Integrated Software for Data System)
simplifica a calibracéo, aquisicao e tratamento de dados;

o Comprimentos de onda indicados pelo programa de controle do
ICP-OES: 380,152 nm; 404,076 nm e 535,353 nm. Dentre as linhas sugeridas pelo
programa, foi selecionada a linha 535,353 nm, por apresentar maior intensidade de
emissdo associada a adequada relacdo sinal/ruido e menor suscetibilidade a
interferéncias espectrais provenientes de outros elementos da matriz, conforme

avaliacao espectral realizada no préprio sistema de aquisicao.

b) Espectrdmetro de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) da marca Agilent, modelo 7850:

o O Agilent 7850 € um modelo de ultima geracdo, conhecido por

sua alta sensibilidade (ng-L™* a pg-L™*) e capacidade de correcdo de interferéncias;
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o Possui um sistema de célula de colisdo/reacdo (modo He) que
reduz interferéncias poliatbmicas comuns no ICP-MS;

o Integra o software MassHunter, que facilita a calibracao
automatica, o controle de qualidade e o tratamento de dados;

o Apresenta modo inteligente de verificacdo automatica da matriz
(IntelliQuant), auxiliando na triagem de elementos e ajuste de diluigbes.

4.2 Reagentes e solucdes

As curvas analiticas foram preparadas a partir de uma solucéo padrao
de cério (Ce) 1000 mg L™ (Specsol), devidamente diluida em solugdo de HNO3; 10%
v/v. Todas as solucdes foram preparadas utilizando agua destilada e desionizada, a
fim de evitar interferéncias provenientes de impurezas.

Para a solucdo de padrédo interno, usou-se uma solugcdo comercial
contendo 10 mg/L de Bi, Ge, In, Li, Tb, Sce Y.

Todas as solucdes utilizadas foram preparadas a partir de materiais de
referéncia certificados (CRMs), em conformidade com os requisitos estabelecidos
pelas normas nacionais e internacionais aplicaveis.

A eficiéncia da digestéo foi avaliada por meio da determinacao do teor
de carbono solluvel nas amostras digeridas, utilizando-se ICP-OES. As solucfes de
calibracdo para essa determinacao foram preparadas a partir de hidrogenoftalato de

potassio (CgHs0,K) (J.T. Baker), em concentracdes variando de 1 a 30 mg L™,

4.3 Procedimento do preparo de amostra para o desenvolvimento
da metodologia analitica

Para o método de digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas,
aproximadamente 200 mg de cada amostra foram pesados diretamente no interior dos
frascos de digestdo, minimizando perdas por transferéncia, especialmente em razéo
da consisténcia semissolida das matrizes (cremes e géis). A pesagem foi realizada
diretamente no tubo do frasco digestor e, para garantir que a amostra atingisse
completamente o fundo do recipiente, utilizou-se uma espatula longa, que permitiu
inserir o material diretamente na base do frasco. Esse procedimento evitou a

deposicao de residuos nas paredes internas, assegurando melhor contato da amostra
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com o reagente acido e prevenindo superaquecimento localizado durante a etapa de
digestéao.

Em seguida, adicionaram-se 10 mL de &cido nitrico (HNO3), sendo o
acido cuidadosamente dispensado de forma circular ao longo das paredes internas do
frasco, com o objetivo de promover a lavagem das superficies e arrastar eventuais
residuos aderidos para o fundo do recipiente. Posteriormente, realizou-se uma preé-
digestéo por 30 min, ainda com os frascos abertos. Essa etapa desempenhou papel
fundamental no processo, pois permitiu a reacao inicial entre a matriz organica e o
acido, promovendo a liberacdo controlada de gases e a decomposicdo parcial dos
constituintes mais reativos e volateis. A pré-digestao contribuiu para reduzir a pressao
interna no sistema fechado, aumentar a seguranca operacional e favorecer maior
eficiéncia na etapa subsequente de aquecimento assistido por micro-ondas.

Decorrido o tempo de pré-digestdo, os frascos foram devidamente
fechados e inseridos no forno de digestdo por radiacdo micro-ondas, seguindo os
parametros previamente otimizados de temperatura, rampas de aguecimento e tempo
de permanéncia em cada etapa. Ao término do programa de aquecimento e apés
resfriamento adequado, o conteldo de cada frasco foi quantitativamente transferido
para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com agua destilada-
desionizada, obtendo-se solucao apropriada para a determinacao do cério por técnica
espectrométrica.

Para o desenvolvimento do procedimento de extracao liquido-liquido
(LLE), 550 mg das amostras foram pesadas diretamente em tubos Falcon de 50 mL.
Em cada tubo, foram adicionados 5 mL de cloroférmio e 5 mL de &cido nitrico. As
amostras foram agitadas em vortex por 2 min e, em seguida, centrifugadas a 3.000
rpm por 5 min, promovendo a separacao das fases. Por fim, 2 mL da fase superior
foram diluidos em baldes volumétricos de 20 mL para posterior andlise.

A definicdo da estratégia final de preparo de amostras a ser empregada
na validagcdo da metodologia analitica fundamentou-se em trés critérios principais: (i)
assegurar a maxima eficiéncia de disponibilizacdo do cério, com recuperacao
guantitativa do analito a partir das diferentes matrizes avaliadas; (ii) garantir plena
compatibilidade com o plasma de argbnio, de modo que o meio de preparo nao
ocasionasse interferéncias nas determinacgdes por ICP-OES e ICP-MS, considerando
especialmente o sistema de introdu¢éo de amostras por nebulizacdo pneumatica e as

condicdes operacionais do plasma; e (iii) atender as exigéncias regulatérias
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aplicaveis, assegurando conformidade com as diretrizes normativas pertinentes e
adequacao ao controle de qualidade farmacéutico.

Adicionalmente, ainda na etapa de desenvolvimento metodologico,
foram realizados ensaios preliminares de exatiddo, repetibilidade e preciséo
intermediaria com ambas as estratégias de preparo avaliadas, a fim de auxiliar
tecnicamente a escolha da abordagem mais robusta, reprodutivel e adequada para
prosseguir com a validacdo formal do método. Todas as amostras utilizadas nesses
estudos foram preparadas a partir do placebo do medicamento, ou seja, da matriz
inativa contendo todos os excipientes do produto, na auséncia do principio ativo.
Posteriormente, essas matrizes foram fortificadas com padrdo de cério em niveis
correspondentes a 80, 100 e 120% do teor nominal, possibilitando a avaliacdo dos

parametros supracitados.

4.4 Preparo da Solucdo de Padréo Interno Utilizada nas Andlises
por ICP-MS

Em frasco plastico previamente descontaminado, adicionou-se 200 mL
de 4gua ultrapura obtida diretamente do sistema Milli-Q, seguida da adicdo de 5 mL
de acido nitrico purificado por sub-ebulicdo. Posteriormente, adicionou-se 4,0 mL de
uma solugéo comercial de padréo interno contendo 10 mg/L de Bi, Ge, In, Li, Thb, Sc e
Y.

A solucdo resultante apresenta concentracao final de padrdo interno
([P1]) igual a 200 pg/L. Essa concentracao foi estabelecida de modo a permitir sua
introducdo continua no sistema de analise por meio de diluicdo in-line, utilizando uma
conexao tipo T, recurso compativel e permitido pelo modelo de ICP-MS empregado.
Durante a analise, a solucdo de padrdo interno é misturada ao fluxo da amostra,
resultando em concentracdo aproximada de 10 pg/L no plasma.

Frequentemente, a utilizacdo de padrdo interno € fundamental em
medidas por ICP-MS, pois permite corrigir variagdes instrumentais, flutuagdes no
sistema de introdugcdo de amostras e possiveis efeitos de matriz, garantindo maior
exatiddo e precisdo aos resultados analiticos. No modo de corre¢cdo por padrédo
interno, o sinal processado pelo programa de do equipamento corresponde a razao
entre a intensidade do analito e a intensidade do padrao interno (lanaiito / lp1), sendo
essa intensidade normalizada utilizada para a construcao da curva analitica e para o

calculo das concentragoes.
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4.5 Procedimento de validacdo de método

A validacdo do procedimento analitico foi conduzida por meio da
avaliacdo dos parametros de linearidade das curvas analiticas, seletividade, precisao
(precisédo e precisdo intermediaria), exatidéo e robustez.

A especificacdo do teor para 0 medicamento em estudo estabelece uma
faixa aceitavel de 90-110% de nitrato de cério, considerando como valor tedrico de
referéncia 100%, equivalente a 4,00 mg-g~* (0,4%) de nitrato de cério, correspondente
a 1,29 mg-g™ (0,129%) de cério (Ce).

Em todos os preparos de amostra avaliados utilizou-se o placebo do
medicamento, ou seja, a formulagéo isenta do analito de interesse, posteriormente
enriquecida com quantidades conhecidas de cério para os estudos de recuperagao e
avaliacdo de desempenho.

Cada parametro de validacao foi investigado individualmente para as

duas técnicas instrumentais aplicadas: ICP-MS e ICP-OES.

4.5.1 Seletividade

A seletividade de um procedimento para determinagéo do teor do ativo
cério visa identificar e quantificar inequivocamente o analito na presenca de outros
componentes potencialmente interferentes na matriz. Para essa avaliagdo, além das
amostras enriquecidas ao nivel de 100% da concentracdo de cério, foi preparado
também o branco utilizando o placebo, sem fortificacdo, submetido aos mesmos
procedimentos de preparo de amostra. Embora o capitulo geral USP <730> avalie
apenas os critérios de precisdo (DPR < 5,0%), para assegurar que o metodo fornecga
uma determinacdo precisa e confidvel do cério na matriz estudada, também foi
avaliada a recuperacao do analito, adotando-se como critério de aceitacdo a faixa de
95,0-105,0%.

AMf —branco

RECUPERACAO % = x100 (Equacéo 2)

100%

Onde: AM; é amostra fortificada no nivel 100%; C 1909, € @ concentragdo de ceério

presente no medicamento; branco: placebo do medicamento.
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__ desvio padrao (s) ~
DPR (%) = — Zioe—— X 100 (Equagéo 3)
Onde:
A média (x): %= % (Equacao 4)
Z?:l(xi_ x_)Z

Desvio padrao (s): s = (Equacéo 5)

n-1

45.2 Linearidade da curva analitica

Para o estudo da linearidade da curva analitica, foram analisados cinco
niveis de concentracao (80-120 %) em relacéo a especificacdo, cada um em triplicata,
e os resultados obtidos foram avaliados por meio de testes estatisticos apropriados.
Os principais parametros estatisticos comumente considerados nesse tipo de estudo

incluem:

. Homocedasticidade

O teste de Cochran é utilizado para avaliar a homogeneidade das
variancias dos residuos. Com base no resultado desse teste, € possivel definir qual
modelo de regressado linear serd aplicado: o Método dos Minimos Quadrados
Ordinario (MQO), em que todos os pontos da curva possuem O mMesmo peso
estatistico, ou o Método dos Minimos Quadrados Ponderado (MQP), em que cada
ponto recebe um peso diferente de acordo com sua variancia.

O valor de Ccalculado € definido como a razéo entre a maior variancia dos
dados e a soma das variancias, conforme apresentado na Equacéao 6. Esse valor é
comparado com o valor critico tabelado (Cecriico). Para o presente estudo, considerando
cinco niveis de concentracdo e trés replicatas por nivel, o Ccritico € 0,684. Para que o
conjunto de dados seja considerado homocedastico, 0 Ccalculado deve ser menor que o
Cecritico, iIndicando que as variancias podem ser consideradas homogéneas.

2
C = Syi,max

- P 2
Zi=1 Syi

(Equacéo 6)
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em que: S;im. € a varidncia méaxima do conjunto de dados, p é o nimero de

observacdes do conjunto de dados e S§i € a variancia das triplicatas de cada nivel de

concentracao.
o Equacdao de regresséo

A demonstracdo matematica da relacdo entre as concentracfes e 0s
sinais analiticos € expressa, no caso de correlacfes lineares, pela Equacdo 7. Os
coeficientes linear e angular da reta sdo determinados pelo método dos minimos
quadrados, que busca minimizar a soma dos desvios quadraticos entre 0s pontos

experimentais e a curva ajustada.
y=ax+b (Equacéo 7)
o Coeficientes de correlacdo e de determinacéao

O coeficiente de correlacéo (r) € calculado a partir da Equacao 8 e indica
0 grau de associagao entre as variaveis estudadas. O coeficiente de determinacao (r?)
corresponde ao quadrado do coeficiente de correlacdo e representa a proporcdo da
variabilidade do sinal analitico que pode ser explicada pela concentracdo. Esses
coeficientes permitem avaliar o grau de correlacdo entre concentracdo e sinal

analitico, sendo essenciais para a interpretacdo da linearidade do método.

r= Y, (x—%) X (yi—¥)
JZ?=1 (x;—%)2 x (y;=¥)?

(Equacéo 8)

em que: n € o numero total de observacgdes, xi € o valor da concentracdo de um dos
pontos, X € a concentracdo meédia das concentracdes, € yi o valor do sinal analitico

de um dos pontos e y é o sinal analitico médio.

. ANOVA — Teste F

O teste F, parte da analise de variancia (ANOVA) aplicada a regresséo

linear, é utilizado para verificar se a resposta analitica apresenta variagdo
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estatisticamente significativa em fungdo da concentragdo. Ou seja, o teste avalia a
significancia do coeficiente angular da curva, confirmando se a relacdo entre
concentracao e sinal analitico é efetivamente linear.

Conforme orientam os compéndios, a significancia estatistica da
regressdo € um dos critérios fundamentais para a aceitacdo da linearidade. O valor
de F calculado (Fcarcuado) € obtido pela Equacdo 9 e comparado ao valor critico

tabelado (Feritico). Para cinco pontos de concentracado, o Feritico adotado é 6,414.

Ssregr/l
SSresia/(M—2)

(Equacéo 9)

Featcutado =
em que: SS,.4- € 0 Somatorio de (yteéricoi — ymedl-do) ao quadrado, sendo i cada um

dos pontos estudados, SS,.s;; € 0 somatério de (yestimadoi — yteériwi) ao quadrado,

sendo i cada um dos pontos estudados e n 0 niumero de pontos estudados na

regressao.

o Teste de significancia de intercepto

Avalia-se se o coeficiente linear (b) é significativamente diferente de
zero, indicando se ha intercepto estatisticamente relevante na equacéao de calibracao.
Para essa verificacao, aplica-se o teste t de Student, no qual o valor de tcaiculado (Obtido
pela Equacdo 10) € comparado ao valor de tiabelado, COnsiderando o numero de
replicatas e o nivel de significancia adotado. Para trés replicatas e nivel de
significancia de 5% (a = 0,05), 0 ttabelado € 4,30.

_ Vn ~
teatcutado = (X —p) X Tn (Equacao 10)

em que: x é a média dos valores de interceptos, 1 € o valor conhecido, nesse caso
zero, n € o numero de replicatas de interceptos e € o desvio-padrdo dos valores de

interceptos.

o Avaliacao dos residuos

Os residuos correspondem as diferencas entre os valores experimentais

observados e os valores tedricos previstos pela regressao linear. A analise desses



42

residuos permite verificar a existéncia de valores discrepantes (outliers), tanto no
conjunto total de dados quanto em cada nivel de concentragéo.

A identificacdo de possiveis discrepancias é realizada por meio do teste
de Grubbs, no qual se calcula o valor de G (conforme Equacéo 11) para cada residuo
e 0 compara com o valor critico tabelado.

Quando o valor de Gealculado € superior ao Geritico, 0 ponto € considerado

discrepante, devendo ser avaliado quanto a sua exclusao ou justificativa.

|lvalor— x|

G = (Equacéo 11)

N
em que: valor € o valor que esta sendo avaliado; X é a média do conjunto de dados;
e s € o desvio-padrao do conjunto de dados.

O teste de Shapiro—Wilk € utilizado para verificar se os residuos seguem
uma distribuicdo normal, condi¢cao fundamental para a validade dos testes estatisticos
aplicados na avaliacdo da linearidade. Nesse procedimento, calcula-se o valor de W
(de acordo com as Equacdes 12 e 13), o qual é posteriormente comparado ao valor
critico tabelado.

Para o conjunto de dados analisado, o valor critico de W ¢é 0,881.
Quando 0 Wealculado € maior que o valor critico, conclui-se que os residuos apresentam

distribuicdo normal.

w (Equacéo 12)

T Y G- 02

b= Yi1n-is1 Yn-iz1 — vi) (Equagdo 13)
em que: x; é a concentracdo em cada ponto estudado, x é a média das concentracdes,
n € o numero total de dados e é um valor tabelado.
O teste de Durbin—Watson é aplicado ao conjunto de residuos com o
objetivo de verificar a presenca de autocorrelacao entre os valores. Assim como nos
demais testes, calcula-se um valor, DW (equacgéo 14), o qual é comparado a um valor

critico, 1,5 para o conjunto de dados estudado neste trabalho.

pw = E=28fen) (Equacio 14)

f_l(ét)z
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em que: é sdo os residuos de cada ponto de concentracdo e é t a quantidade total de
residuos.
Na tabela 2 é apresentado um resumo dos parametros de linearidade

supracitados.

Tabela 2. Critérios de aceitacdo de linearidade.
Critérios de aceitacao
Coeficiente de correlagéo = 0,990

Coeficiente de determinacéo Informativo

Significancia do coeficiente angular (Teste
Fca > Fran (6,414)

F)
Coeficiente linear (Teste T) Tcal < Teritico (4,30)
Homocedasticidade (Teste de Cochran) Cca < Cra» (0,684)
Normalidade (Shapiro Wilk) Weal > Weritico (0,881)
Independéncia (Durbin Watson) D=21,5
Avaliacdo de Outliers dos residuos Resultado de Grubbs < Valor critico
(Grubbs) (2,548)

4.5.3 Exatidao

Para avaliar a exatiddo do método analitico, que indica o quao préximos
0s resultados obtidos estéo dos valores considerados verdadeiros ou de referéncia,
foram realizadas nove preparacdes de cada matriz: trés no nivel de 80%, trés no nivel
de 100% e trés no nivel de 120% da concentracao de referéncia do Ce (1,29 mg-g™).
O critério de aceitacdo adotado para a exatiddo conforme o capitulo geral USP <730>,
foi a avaliacdo da faixa recuperacdo (95,0-105,0%), a qual estd dentro da
especificacdo do produto (90-110%) garantindo que ndo ha risco de os resultados
extrapolarem os limites de qualidade estabelecidos. O calculo € demonstrado pela

equacéao 1.
4.5.4 Precisao

Precisdo € a medida de quéo préximos entre si estdo os resultados
obtidos em um conjunto de determinacdes repetidas sob condi¢cdes definidas,

independentemente de estarem proximos do valor verdadeiro (isso € avaliado pela



44

exatidao). A avaliacdo da precisao foi conduzida em duas etapas: repetibilidade e
precisdo intermediaria, conforme os critérios de aceitagdo orientados capitulo geral
USP <730>.

Para a repetibilidade, foram determinadas as concentracdes de seis
solugbes amostras preparadas independentemente no nivel de 100% da
concentracdo de Ce. O critério de aceitacdo adotado foi um desvio padrao relativo
(DPR) maximo de 5,0%, garantindo que o método apresente resultados consistentes
e reprodutiveis sob condicfes idénticas de analise.

Para a avaliacdo da precisdo intermediaria, o teste de repetibilidade foi
realizado novamente, porem em condi¢6es distintas, incluindo dia diferente e analista
diferente. Nesse ensaio, foram consideradas 12 amostras e o critério de aceitacéo
estabelecido foi DPR < 8,0%, garantindo que o método mantenha precisdo adequada
mesmo sob pequenas variacdes de execucao. Os calculos de DPR sdo mostrados

pela equacéo 2.

4.5.5 Robustez

A robustez, segundo o capitulo geral USP <730>, refere-se a capacidade
do método de manter resultados confiaveis frente a pequenas variacbes nos
parametros experimentais. No presente estudo, a robustez foi avaliada considerando
situagcdes em que o analista poderia cometer erros ao ajustar a metodologia ou
variagcbes na capacidade instrumental, mesmo que tais condi¢cdes representem
alteracdes maiores do que as normalmente esperadas.

A RDC 166/17, embora estabeleca diretrizes para validacdo de métodos
analiticos, ndo abrange especificamente as técnicas instrumentais adotadas neste
trabalho. Por esse motivo, os critérios de robustez foram seguidos conforme a USP
<730>, que nao especifica valores ou parametros fixos, recomendando apenas que
as variagOes sejam avaliadas criticamente. Dessa forma, as alteracbes propostas
foram analisadas quanto a sua influéncia no desempenho do método, e os resultados
obtidos foram apresentados de maneira detalhada, garantindo a confiabilidade do
procedimento mesmo diante de possiveis desvios operacionais ou instrumentais. O
critério de aceitagdo, segundo o capitulo geral USP <730>, foi definido com base na

precisao intermediaria previamente estabelecida (DPR < 8,0%). Adicionalmente, foi
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verificado se os resultados obtidos atendiam a faixa de especificagdo estabelecida
para o produto, compreendida entre 90% e 110% no nivel 100% da especificacéo.

4.6 CondicOes operacionais ICP-OES e ICP-MS

Os parametros operacionais do ICP-OES e ICP-MS que foram aplicados

para validacédo analitica estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3. Condi¢des operacionais do ICP-OES, modelo iCAP 7000 da Thermo Scientific

Parametro Valor selecionado
Comprimento de onda 535,353 nm
Modo de Leitura Axial
Camara de nebulizacéo Cicl6nica
Tempo de exposicédo UV 15s
Poténcia de radio frequéncia UV 1350 W
Fluxo do gas de nebulizagdo UV 0,7 L/min
Tempo de exposic¢éo VIS 5s
Poténcia da radio frequéncia VIS 1350 W
Vazéao do gas de nebulizacdo VIS 0,7 L/min
Vazao do gas do plasma 10 L/min
Vazado do gas auxiliar 0,2 L/min
Velocidade da bomba peristaltica 50 rpm

Tabela 4. Condi¢fes operacionais do ICP-MS, modelo 7850 da Agilent

Parametro Valor selecionado
Poténcia de radio frequéncia aplicada 1550 W
Profundidade de amostragem 10,0 mm
Vazdo do gés do plasma 15 L/min
Vazdo do gas de nebulizacéo 1,05 L/min

0,10 rps durante aquisi¢cao (Nebulizer Pump) e
Rotagcdo da bomba peristaltica 0,5 rps durante a captacdo da amostra
(Uptake Speed - 30 s)

Vazao do gas auxiliar OFF
Gas de colisao He
Vazao de He 5,0 mL/min
Padré&o Interno monitorado In (115)

Massa monitorada do Ce 140




CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

46



47

5. Resultados e discussao

5.1 Desenvolvimento da Metodologia Analitica

5.1.1 Preparo de amostra

Com o intuito de estabelecer a estratégia mais adequada para o
desenvolvimento de um procedimento analitico que contemplasse meios de preparo
de amostras eficazes, rapidos e seguros para as matrizes estudadas, foram
conduzidos estudos sistematicos de desenvolvimento, baseados na avaliacdo dos
parametros de exatiddo, repetibilidade e precisdo intermediaria. O objetivo da
validacédo de procedimentos por ICP-OES ou ICP-MS é demonstrar que a medicdo €
adequada a finalidade a que se destina, incluindo a determinacdo quantitativa do
componente principal de uma substancia medicamentosa ou de um medicamento.

Embora amostras solidas e semi-sélidas possam ser analisadas por
essas técnicas, geralmente é necessario converté-las em solu¢des, conforme indicado
na monografia individual, utilizando solventes organicos ou meios acidos/basicos
compativeis com o instrumento. De acordo com a USP <730>, amostras que nao
apresentam solubilidade adequada requerem etapa prévia de digestao.

Nesse contexto, foram investigadas duas estratégias distintas de
preparo de amostras: a extracao liquido-liquido (LLE) e a digestdo acida assistida por
radiacdo micro-ondas em frasco fechado. A comparacdo entre essas abordagens
permitiu avaliar o desempenho quanto a eficiéncia de recuperacao, reprodutibilidade
e adequacédo a técnica instrumental selecionada. Os critérios de aceitacdo adotados
para cada parametro encontram-se descritos no item 4.4 desta dissertacao.

Destaca-se que, na etapa de desenvolvimento e otimizacdo do preparo
de amostras, optou-se pela utilizacdo da técnica ICP-OES, por se tratar de uma
técnica mais compativel com as concentracdes esperadas de analito nas matrizes
avaliadas, além de apresentar robustez, ampla faixa linear de trabalho e menor
suscetibilidade a interferéncias em niveis de concentragdo mais elevados. A escolha
do ICP-OES também se mostrou adequada sob o ponto de vista operacional e
econdmico, favorecendo a conducdo de multiplos ensaios durante a etapa de

desenvolvimento metodoldgico.
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Adicionalmente, os resultados obtidos foram avaliados quanto a sua
conformidade com a especificacdo do produto acabado, a qual estabelece um teor
aceitavel de 90 a 110% de nitrato de cério, garantindo, assim, a adequacéo do método

as exigéncias de controle de qualidade e as diretrizes regulatorias aplicaveis.
5.1.2 Extracéao liguido-liquido (LLE)

Os resultados obtidos referentes ao método de extracao liquido-liquido
(LLE) aplicado as matrizes creme e gel sdo apresentados nas Tabelas 5 e 6,
respectivamente, demonstrando o desempenho do procedimento desenvolvido

guanto a sua aplicabilidade e consisténcia analitica.

Tabela 5. Resultados da repetibilidade e da precisdo intermediaria por ICP-OES para
amostras de creme e gel preparadas pelo método de extragdo liquido-liquido (LLE)
Creme Gel

Precisao Precisao

Repetibilidade Repetibilidade

Preparacoes intermediaria intermediéria
Teor de Cério  Teor de Cério  Teor de Cério Teor de Cério
(%) (%) (%) (%)
1 89,7 94,4 87,1 90,7
2 93,4 92,8 85,8 90,2
3 90,4 92,2 86,5 87,2
4 91,1 93,5 86,6 87,3
5 94,0 94,7 87,2 88,1
6 92,3 96,1 87,6 85,8
Média 91,8 94,0 86,8 88,2
DP 1,7 1,4 0,6 19
DPR (%) 1,9 1,5 0,7 2,1
p'\rﬂeepdaltfag(”)lezs 92,9 87,5
prgjparaéges 1.9 1.5
DPR (%) — 12 20 18

preparacdes
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Tabela 6. Resultados de exatiddo por ICP-OES para amostras de creme e gel preparadas
pelo método de extracdo liquido-liquido (LLE)

Creme Gel
Preparagao Recuperacao Média  Recuperacao Média
(%) (%) (%) (%)
Nivel 80%- Prep. 1 95,7 93,9
Nivel 80%- Prep. 2 96,1 95,7 93,5 89,8
Nivel 80%- Prep. 3 95,5 81,9
Nivel 100% - Prep. 1 96,4 87,4
Nivel 100% - Prep. 2 95,7 96,0 93,4 89,8
Nivel 100% - Prep. 3 95,7 88,8
Nivel 120% - Prep. 1 96,7 93,8
Nivel 120% - Prep. 2 97,1 96,7 93,1 93,1
Nivel 120% - Prep. 3 96,3 92,4
branco 0,0 0,0

Conforme observado nas Tabelas 5 e 6, para o medicamento em gel, a
determinacdo de cério apresentou resultados fora da especificacdo em todos 0s
parametros avaliados (exatidao, repetibilidade e preciséo intermediaria), mesmo que
os desvios padréo relativos de 5,0 % para repetibilidade e 8,0 % para precisdo
intermediaria tenham sido atendidos, conforme preconizado pelo capitulo da USP
<730>. Esses resultados indicam que o método de preparo de amostra ndo é
adequado para o objetivo do estudo.

No caso do medicamento em creme, os resultados de exatidao foram
aprovados, embora as médias estejam préximas ao limite inferior da faixa
especificada. Quanto a repetibilidade, observou-se uma preparacdo fora da
especificacdo, apesar de o DPR ter permanecido dentro dos limites aceitaveis.

Diante dos resultados insatisfatorios obtidos com a estratégia
inicialmente avaliada de extracdo liquido-liquido (LLE), evidenciando limitagGes
quanto a recuperacao do analito e a reprodutibilidade do método para o escopo deste
projeto, uma estratégia de preparo de amostra mais adequada foi investigada
aplicando digestao acida assistida por radiagdo micro-ondas em frasco fechado. Essa
abordagem foi empregada com o objetivo de promover a decomposi¢cado mais eficiente

da matriz, minimizar perdas e contaminagbes e, conseguentemente, assegurar
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resultados mais confiaveis e reprodutiveis para a determinacao de cério nas diferentes

matrizes estudadas.

5.1.3 Digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas em frasco
fechado

Para a digestdo das amostras, empregou-se o acido nitrico (HNO3),
selecionado por ser um acido forte e um agente oxidante eficiente, capaz de decompor
completamente a matriz organica e solubilizar diversos metais, incluindo o cério,
garantindo a formacao de solu¢des adequadas para posterior analise instrumental.

O programa de aquecimento sugerido pelo fabricante do forno de micro-
ondas utiliza a tecnologia One Touch. Essa estratégia apresenta sensores de
reconhecimento e contagem dos vasos, o qual alimenta o programa de controle com
essas informagdes, que entdo seleciona as condi¢des de digestdo necessarias para
a carga da amostra e o tipo de vaso. Assim, a poténcia aplicada nos vasos é
estabelecida automaticamente pelo equipamento dependendo da quantidade e tipo
de vasos. Para os demais parametros devido ao tipo de matriz da amostra, foi sugerido
da seguinte maneira:

. Temperatura: 220 °C;

. Rampa de aquecimento: 30 min;

. Patamar de aquecimento: 15 min.

Portanto, visando aumentar a durabilidade dos vasos (reduzindo a
exposicao a altas temperaturas) e diminuir o tempo total de analise, procedeu-se a
otimizacao do método, conforme os parametros apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Programas de aguecimento avaliados durante a etapa de desenvolvimento do
preparo de amostras por digestdo 4cida assistida por radicdo micro-ondas em frasco fechado

Condicao Rampa de
Temperatura aquecimento* Duragao (min) Poténcia** (W)
(°C) (min)
i1 220 25 5 1000
2 220 25 10 1000
3 180 25 5 1000
4 200 25 15 1000

*Rampa de aquecimento: 25 min é fixo no equipamento.
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Para verificar a eficiéncia da digestao, foi determinada a recuperacao
das amostras enriquecidas no nivel de 100 % da concentracdo de cério.

Adicionalmente, o carbono orgéanico dissolvido (DOC) foi determinado
por ICP-OES, a partir do qual foi calculado o teor de carbono residual (RCC),
possibilitando uma avaliagcdo complementar da eficiéncia de oxidacdo da matéria
organica durante o preparo das amostras. Paralelamente, foi realizada inspec¢éao visual
das solucdes obtidas apds a digestédo, considerando aspectos como transparéncia,
auséncia de particulas e coloracao, a fim de verificar indicios de digestdo incompleta
ou presenca de residuos ndo solubilizados. Na Tabela 8, apresentam-se os resultados
obtidos, enquanto a Figura 3 possibilita uma observacéo visual das amostras apés a

digestao.

Tabela 8. Resultados da avaliacdo da eficiéncia da digestdo das amostras por radiacédo
micro-ondas em frasco fechado

Creme Gel
Condicao Recuperagdo  poc Aspecto Recuperacéo DOC Aspecto
Média (%) (mg/L) visual Média (%) (mg/L) visual
Coloragéo Coloracgéo
levemente levemente
1 97,6 34,3 amarelad 97,5 14,5 amarelada
a e livre e livre de
de sélidos so6lidos
Coloracéo Coloracéo
levemente levemente
2 97,1 22,4 amarelad 96,0 14,7 amarelada
a e livre e livre de
de sélidos solidos
Coloracéo Coloracédo
levemente levemente
3 100,3 NR amarelad 97,9 10,9 amarelada
a e livre e livre de
de solidos solidos
Coloracao Coloracao
levemente levemente
4 105,3 NR amarelad 102,6 7,5 amarelada
a e livre e livre de
de solidos so6lidos

NR: Nao realizado
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e

Figura 3. Aspecto visual do digerido.

Como pode ser observado na Tabela 8, as recuperacbes médias para
as condi¢cBes avaliadas estdo de acordo com o critério de aceitacdo proposto pela
USP <730> (faixa de recuperacédo 95,0-105,0 %), com excec¢ao a condi¢do 4 da matriz
creme.

Para verificar a %RCC, primeiramente foi estimado a quantidade de
carbono presente na matriz por meio de sua composic¢ao (TOC te6rico). A composicao
do gel possui os excipientes: carbopol 980, &lcool cetoestearilico + &lcool
cetoestearilico etoxilado, metilparabeno, propilparabeno, propilenoglicol e
aminometilpropanol. Ja a matriz creme possui 0s excipientes: alcool cetoestearilico,
alcool cetoestearilico + alcool cetoestearilico etoxilado, &lcool oleilico etoxilado,
metilparabeno, propilparabeno, vaselina solida e propilenoglicol. Assim, considerando
as condi¢cdes de preparo da amostra, foi estimado que em 200 mg da matriz do
produto possui aproximadamente 14.581 e 50.489 mg/kg de carbono para a matriz gel
e creme, respectivamente. Sendo assim, %RCC da matriz creme apds a digestdo nas
condicdes 1 e 2 é cerca de 0,07 e 0,04 %, respectivamente. Ja para a matriz gel, a
%RCC ap6s a digestdo nas condicdes 1, 2, 3 e 4 é de 0,1, 0,1, 0,07 e 0,05 %,
respectivamente. Os baixos valores de %RCC observados indicam elevada eficiéncia
do processo de digestdo em todas as condigbes avaliadas, evidenciando que
praticamente a totalidade da matéria organica presente nas matrizes foi oxidada, com
converséo predominante em espécies volateis, como CO e CO,.

Vale ressaltar que a otimizacdo da temperatura nas condicdes 3 e 4 foi
realizada apenas com a matriz gel, uma vez que as duas matrizes possuem
composicdes semelhantes. Além disso, o gel contém o polimero Carbopol 980, que

confere alta viscosidade e estrutura reticulada a matriz, dificultando a decomposicao
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completa durante a digestéo acida. A presenca desse polimero aumenta a resisténcia
da matriz & oxidacao, exigindo condi¢des mais rigorosas de digestdo para garantir que
0 cério esteja totalmente solubilizado, além disso o resultado de recuperacdo das
matrizes fortificadas corrobora com a decisao.

Assim, considerando todos os parametros avaliados e otimizados ao
longo da etapa de desenvolvimento, a condicdo 3 foi selecionada para dar
continuidade a validacdo da metodologia analitica, por apresentar menor tempo de
analise e operar em temperatura mais branda, sem comprometer a eficiéncia de
decomposicdo da matriz e a recuperacao do analito.

Dessa forma, o preparo de amostras proposto demonstrou-se eficaz,
rapido e seguro para a determinacdo do teor de cério (Ce) nos medicamentos
estudados. Com a definicAo dessa condi¢cdo otimizada, encerra-se a etapa de
desenvolvimento metodoldgico, seguindo-se para a validagdo da metodologia
analitica por ICP-OES e ICP-MS, conforme os parametros e critérios previamente

estabelecidos.

5.2 Validacao da Metodologia Analitica

5.2.1 Seletividade

A seletividade do procedimento analitico foi avaliada conforme descrito
no item 4.4.1 desta dissertacéo, utilizando o branco e amostras enriquecidas com
cério no nivel 100 % da concentracdo. Essa abordagem permitiu verificar a
capacidade do método de identificar e quantificar o analito na presenca de outros
componentes potencialmente interferentes. Os resultados obtidos estédo apresentados
nas Tabelas 12 e 13 para ICP-OES e ICP-MS, respectivamente.

Conforme apresentado nas Tabelas 9 e 10, o método demonstrou ser
seletivo para ambas as técnicas avaliadas, uma vez que as recuperacoes obtidas para
as matrizes fortificadas permaneceram dentro da faixa de especificagéo estabelecida
pelo capitulo geral da USP <730> (95,0-105,0 %). Ademais, o branco analitico
preparado com o placebo apresentou sinais consideravelmente inferiores em relagcéo
as amostras enriquecidas, evidenciando a auséncia de interferéncias significativas da

matriz no resultado analitico.
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Tabela 9. Resultado da seletividade como parametro da validacdo da metodologia analitica
por ICP-OES

Concentracdo Recuperacao Média DP DPR
(mg/L) (%) (%) (%)
Branco creme 0,00 -0,1
Amostra creme
100% - Prep. 1 2,58 100.1
Amostra creme 100,3 0,4
100% - Prep. 2 s 100.2 04
Amostra creme
100% - Prep. 3 2,60 1008
Branco gel 0,03 1,1
Amostra gel 100% -
Prep. 1 2,52 97,6
Amostra gel 100% - 97,9
Prep. 2 2,52 97,7 0,3 0,3
04 -
Amostra gel 100% 253 98,2
Prep. 3

Tabela 10. Resultado da seletividade como pardmetro da validacdo da metodologia analitica
por ICP-MS

Concentracdo Recuperacéao Média DP DPR
(Hg/L) (%) (%) (%)
Branco creme 0 0
Amostra creme
100% - Prep. 1 25,9 100.4
Amostra creme 100,4 2,2
100% - Prep. 2 — Si5i 2 21
Amostra creme
100% - Prep. 3 26,5 102,5
Branco gel 0 0
0,
Amostlga gel 100% 254 98.5
- Prep. 1
0,
Amostra gel 100% 253 98.0 99,8 27 2.7
- Prep. 2
Amostra gel 100%
- Prep. 3 26,5 102,9

5.2.2 Linearidade

A avaliacéo da linearidade foi conduzida conforme descrito no item 4.2.2
desta dissertacdo, onde foi avaliada por meio da construcéo de trés curvas analiticas,
cada uma composta por cinco niveis de concentracdo (80-120 %) em relacdo a
especificacdo. A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos para as técnicas

instrumentais avaliadas.

5.2.2.1 ICP-OES
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Na Tabela 11 séo apresentados os dados para avaliagao da linearidade
de cério, a equacdo da reta formada com os dados além dos coeficientes de
correlacdo (r) e de determinacdo (r?). Na Figura 4 esta a representacéo grafica da

curva analitica plotada a partir dos dados da Tabela 11.

Tabela 11. Avaliacdo da linearidade como pardmetro da valida¢cdo do método por ICP-OES
Concentracéao Concentracéao

Intensidade (cps)

(%) (mg/L)
80 2,06 12737,16713 12610,69519 12637,18776
90 2,32 14250,69680 14271,54957 14132,93424
100 2,58 15840,81725 15758,34563 15819,10838
110 2,84 17549,50385 17540,91930 17472,17525
120 3,10 19118,33291 19055,60681 19128,71771
Equacéo y=6271,7x — 319,29
Coeficiente de Correlagao (r) 1,000
Coeficiente de Determinacéao (r2) 1,000

Curva de Calibracao
2040000000

18400,00000 y = 62717x - 319,29 e
16400,00000

+
....
ant®

14400,00000 e
12400,00000 e
10400,00000

G400 00000

Intensidade

G40 0,00000
4400,00000
2400,00000

40000000
1500 1700 1900 2400 2300 2500 2700 2900 3100 3,300
Concentragio (mg/L)

Figura 4. Regresséo linear para a curva analitica de Ce por ICP-OES

A regresséo foi considerada linear, pois o coeficiente r 20,995. O modelo
utilizado para obtencdo da equacdo da curva analitica foi o Método dos Minimos
Quadrados Ordinarios (MMQO), pois, segundo o teste de Cochran, o conjunto de
dados é homocedastico. Como as variancias sdo homogéneas, pode-se dizer que nédo
ha necessidade de ponderar cada ponto da curva com um peso diferente baseado na
variancia do mesmo. O resultado do teste de Cochran, bem como os demais céalculos

estatisticos realizados, sdo apresentados na tabela 12.
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Tabela 12. Testes estatisticos para Linearidade do Ce por ICP-OES

A Critérios de Valores Valores
Parametro ]
aceitacao tabelados calculados
Significancia do coeficiente
Fca > Frab 6,414 20162,282
angular
Avaliacdo do coeficiente linear
. Tca < Teritico 4,30 3,43
(intercepto)
Homocedasticidade Ccal < Crap 0,684 0,367
Normalidade dos residuos Wea > Weritico 0,881 0,972
Independéncia dos residuos D=15 - 1,6

Resultado de
Avaliacéo de outliers Grubbs < Valor 2,548 1,858

critico

Com relacdo a regressdo, o teste ANOVA comprovou que Y varia
significativamente em funcao de X, demonstrando que o método apresenta uma boa
resposta linear, com variacao de intensidade proporcional a concentracdo do analito.
O teste de significancia do intercepto indicou que ndo ha diferenca estatisticamente
significativa entre o coeficiente linear e o valor zero, confirmando a auséncia de
tendéncia sistematica. Por meio do teste de Shapiro-Wilk, verificou-se que os
residuos da regressao seguem distribuicdo normal, o que evidencia a inexisténcia de
tendéncias, uma vez que tais tendéncias poderiam indicar erros sistematicos
(positivos ou negativos) nas medicdes. Os residuos podem ser avaliados graficamente
na Figura 5. O teste de Grubbs, aplicado aos mesmos valores, ndo indicou a presenca
de pontos discrepantes (outliers), conforme mostrado na Tabela 13. Por fim, o teste
de Durbin—Watson confirmou a auséncia de dependéncia entre o0s residuos,

reforcando a adequacao do modelo de regresséo.

Dispersdo dos residuos (MGQO)
150,00
100,00
50,00
0,00
5000 0
-100,00 4 .
-150,00

Residuos
[ ]
[ ]

Residuos para cada resultado experimental listados em ordem sequencial

Figura 5. Gréfico da disperséo dos residuos
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Tabela 13. Avaliacdo de outliers dos residuos por ICP-OES

Numero de replicata Resultado de Grubbs Valor critico
Y1 1,858 2,548
Y2 0,245 2,548
Y3 0,196 2,548
Y1 0,120 2,548
Y2 0,466 2,548
Y3 1,838 2,548
Y1 0,345 2,548
Y2 1,716 2,548
Y3 0,706 2,548
Y1 1,161 2,548
Y2 1,018 2,548
Y3 0,125 2,548
Y1l 0,342 2,548
Y2 0,701 2,548
Y3 0,515 2,548

Apbs os testes aplicados terem apresentado resultados estatisticamente
satisfatorios, foi possivel comprovar a linearidade do elemento Ce determinado nas

condicBes estipuladas pelo procedimento na faixa de 2,06 — 3,1 mg/L.

5.2.2.2 ICP-MS

Na Tabela 14 séo apresentados os dados para avaliacdo da linearidade
de cério, a equacdo da reta formada com os dados além dos coeficientes de
correlacdo (r) e de determinacéo (r?). Na Figura 6 esta a representacdo grafica da
curva analitica plotada a partir dos dados da Tabela 14.

Tabela 14. Avaliacdo da linearidade do método por ICP-MS
Concentragédo (%) Concentracéo

Razéao
(ug/L)
80 20,6 2,38680 2,37150 2,36180
90 23,2 2,66610 2,81410 2,68140
100 25,8 2,99960 3,02640 3,01010
110 28,4 3,28720 3,22830 3,36380
120 31,0 3,68090 3,60470 3,59710
Equacéo y=0,1185x — 0,0519
Coeficiente de Correlagéo (r) 0,995

Coeficiente de Determinacéo (r?) 0,989
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Curva de Calibragio
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Figura 6. Regressao linear para a curva analitica de Ce por ICP-MS

A regressao foi considerada linear, pois o coeficiente r 20,995. O modelo
utilizado para obtencdo da equacdo da curva analitica foi o Método dos Minimos
Quadrados Ordinarios (MMQO), pois, segundo o teste de Cochran, o conjunto de
dados é homocedastico. Como as variancias sdo homogéneas, pode-se dizer que ndo
h& necessidade de ponderar cada ponto da curva com um peso diferente baseado na
variancia do mesmo. O resultado do teste de Cochran, bem como os demais célculos

estatisticos realizados, sao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Testes estatisticos para linearidade do Ce por ICP-MS

) Critérios de Valores Valores

Parametro L

aceitacao tabelados calculados
Significancia do
RA FCaI > FTab 6,414 1182,070
coeficiente angular
Avaliacdo do coeficiente

TCaI < TCrl’tico 4,30 0,51

linear (intercepto)
Homocedasticidade Cca < Crap 0,684 0,482
Normalidade dos
L WCaI > WCritico 0,881 0,901
residuos
Independéncia dos
5 D=21,5 - 2,2
residuos
Resultado de
Avaliacédo de outliers Grubbs < Valor 2,548 2,471

critico
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Com relagdo a regressdo, o teste ANOVA comprovou que Y varia
significativamente em funcao de X, demonstrando que o método apresenta uma boa
resposta linear, com variacao de intensidade proporcional a concentracao do analito.
O teste de significancia do intercepto indicou que nao ha diferenca estatisticamente
significativa entre o coeficiente linear e o valor zero, confirmando a auséncia de
tendéncia sistematica. Por meio do teste de Shapiro-Wilk, verificou-se que os
residuos da regressdo seguem distribuicdo normal, o que evidencia a inexisténcia de
tendéncias, uma vez que tais tendéncias poderiam indicar erros sistematicos
(positivos ou negativos) nas medic¢des. Os residuos podem ser avaliados graficamente
na Figura 7. O teste de Grubbs, aplicado aos mesmos valores, ndo indicou a presenca
de pontos discrepantes (outliers), conforme mostrado na Tabela 16. Por fim, o teste
de Durbin—Watson confirmou a auséncia de dependéncia entre o0s residuos,

reforcando a adequacao do modelo de regressao

Dispersao dos residuos (MQO)
0,15

0,10

8
3 0,05 °
e
? o
& 0,00 ° o .
0 2 e 4 8 8 ) 12 4 ° 16
-0,05
L]
0,10

Residuos para cada resultado experimental listados em ordem sequencial

Figura 7. Gréfico da dispersado dos residuos.

Tabela 16. Avaliacdo de outliers dos residuos por ICP-MS

Numero de replicata Resultado de Grubbs Valor critico
Y1 0,049 2,548
Y2 0,373 2,548
Y3 0,578 2,548
Y1 0,658 2,548
Y2 2,471 2,548
Y3 0,335 2,548
Y1 0,121 2,548
Y2 0,446 2,548
Y3 0,101 2,548

Y1 0,554 2,548
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Y2 1,800 2,548
Y3 1,065 2,548
Y1 1,256 2,548
Y2 0,355 2,548
Y3 0,516 2,548

Ap6bs os testes aplicados terem apresentado resultados estatisticamente
satisfatorios, foi possivel comprovar a linearidade do elemento Ce determinado nas

condic@es estipuladas pelo procedimento na faixa de 20,6 — 31,0 ug/L.

5.2.3 Exatidao

A exatidao foi determinada de acordo com o procedimento descrito no
item 4.4.3 desta dissertacdo, sendo os resultados apresentados nas Tabelas 17 e 18

para ICP-OES e ICP-MS, respectivamente.

Tabela 17. Resultado da exatiddo como parametro da validacdo da metodologia analitica por
ICP-OES

Creme Gel
Nivel Recu(%/eo)ragao R(z:g(;)i(;r(a(liz)io Recuperaco (%) R(::ggzrgz?o
80%- Prep. 1 102,2 97,7
80%- Prep. 2 100,6 101,2 99,0 98,7
80%- Prep. 3 100,7 99,4
100%- Prep. 1 98,8 98,0
100%- Prep. 2 98,9 99,0 98,7 98,7
100%- Prep. 3 99,4 99,4
120%- Prep. 1 96,9 96,9
120%- Prep. 2 98,0 97,8 99,3 08,1
120%- Prep. 3 98,4 98,1

Tabela 18. Resultado da exatiddo como parametro da validacdo da metodologia analitica
por ICP-MS

Creme Gel

Nivel Recuperacdo Recuperacdo Recuperacé Recuperacao

(%) média (%) 0 (%) média (%)
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80%- Prep. 1 100,2 101,5
80%- Prep. 2 96,0 97,9 97,4 98,5
80%- Prep. 3 97,7 96,7
100%- Prep. 1 100,4 98,5
100%- Prep. 2 98,2 100,4 98,0 99,8
100%- Prep. 3 102,5 102,9
120%- Prep. 1 97,7 98,6
120%- Prep. 2 98,0 98,2 97,4 98,1
120%- Prep. 3 98,8 98,2

Como pode ser observado nas Tabelas 17 e 18, os resultados obtidos
estdo dentro da faixa esperada, com valores de recuperacédo entre 95,0 e 105,0 %.
Dessa forma, o procedimento desenvolvido pode ser considerado exato para ambas
as técnicas instrumentais analiticas empregadas. Vale ressaltar que os resultados
também estdo em conformidade com a faixa de especificacdo estabelecida para os

medicamentos.

5.2.4 Repetibilidade e Precisao intermediaria

A determinacgéo da preciséo, abrangendo tanto a repetibilidade quanto a
precisdo intermediéria, foi realizada de acordo com o procedimento descrito no item
4.4.4 desta dissertacao. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 19 e 20 para
ICP-OES e nas Tabelas 21 e 22 para ICP-MS.

Tabela 19. Resultado da repetibilidade como parametro da validagdo da metodologia analitica
por ICP-OES

Creme Gel
Preparagdes Repetibilidade Repetibilidade
Teor de Cério (%) Teor de Cério (%)

1 94,2 93,8
2 95,0 95,6
8 95,5 92,1
4 95,7 94,3
5 92,2 94,5
6 96,8 92,7
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Média 94,9 93,8
DP 1,6 1,3
DPR (%) 1,6 1,3

Tabela 20. Resultado da preciséo intermediaria como parametro da validagdo da metodologia
analitica por ICP-OES

Creme Gel
Preparacdes Precisado intermediaria Precisdo intermediaria
Teor de Cério (%) Teor de Cério (%)
1 94,2 93,8
2 95,0 95,6
3 95,5 92,1
4 95,7 94,3
5 92,2 94,5
6 96,8 92,7
7 94,5 98,5
8 94,7 98,8
9 96,0 98,0
10 95,3 99,1
11 94,1 98,7
12 94,8 98,5
Média n=12 94,1 98,5
DP n=12 1,6 1,8
DPR (%) 1,7 1,9

Tabela 21. Resultado da repetibilidade como parametro da validagdo da metodologia analitica
por ICP-MS

Creme Gel
Preparacdes Repetibilidade Repetibilidade
Teor de Cério (%) Teor de Cério (%)

1 91,0 91,1

2 95,7 92,4

3 97,7 90,9

4 97,4 92,0

5 91,8 94,7

6 99,8 95,5
Média 95,6 92,8
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DP 3,5 1,9
DPR (%) 3,7 2,1

Tabela 22. Resultado da precisdo intermediaria como parametro da validagdo da metodologia
analitica por ICP-OES

Creme Gel
Preparacdes Preciséo intermediaria Precisdo intermediaria
Teor de Cério (%) Teor de Cério (%)

1 91,0 91,1

2 95,7 92,4

3 97,7 90,9

4 97,4 92,0

5 91,8 94,7

6 99,8 95,5

7 96,1 102,6

8 103,7 95,0

9 97,0 96,2

10 97,2 99,0

11 103,5 99,8

12 95,9 99,1
Média n=12 97,2 95,7
DP n=12 3,9 3,8
DPR (%) 4,0 4,0

Diante dos resultados apresentados, verifica-se que ambas as técnicas
instrumentais, ICP-OES e ICP-MS, foram precisas, conforme os critérios de aceitacao
estabelecidos no capitulo geral USP <730>, sendo estes DPR <5,0 % para
repetibilidade e DPR <8,0 % para precisdo intermediaria. Observa-se, ainda, que
todas as determinacfes se mantiveram dentro da faixa de especificacdo do produto,

evidenciando a robustez e a confiabilidade dos métodos propostos.

5.2.5 Robustez

A robustez foi avaliada conforme descrito no item 4.4.5. No presente
estudo, essa avaliagdo considerou situagdes em que o analista poderia cometer
equivocos ao ajustar a metodologia, assim como variacdes na capacidade
instrumental. Essas condicbes representam alteracdes distintas daquelas
normalmente esperadas durante a execucdo do método. Cabe ressaltar que a RDC
166/17 ndo abrange especificamente a técnica instrumental adotada neste trabalho.
Portanto, os critérios de avaliagdo da robustez seguiram as recomendacdes do

capitulo geral USP <730>.
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Dessa maneira, alguns parametros criticos foram intencionalmente
alterados para ambas as técnicas. No caso do ICP-OES, a poténcia aplicada foi
reduzida de 1350 W, que corresponde ao valor maximo do equipamento, para 1150
W, valor padrdo do instrumento. Além disso, o0 modo de leitura foi alterado de axial
para radial, a fim de avaliar a robustez frente a variacdes significativas nos parametros
instrumentais. J& para o ICP-MS, as alteracdes testadas foram a poténcia aplicada
para 1600 W (maxima do equipamento), vazao do gas de nebulizacdo para 1,2 L/min
e a distancia da amostragem para 5,0 mm.

As Tabelas 26 e 27 apresentam os resultados obtidos da robustez por
ICP-OES e as Tabelas 28 a 30 apresentam os resultados obtidos para ICP-MS.

Tabela 23. Resultado de robustez variando a poténcia aplicada no ICP-OES

Creme Gel
Preparacoes
Recuperacao (%) Recuperacao (%)

Nivel 100% - Prep. 1 98,0 94,8

Nivel 100% - Prep. 2 98,2 95,4

Nivel 100% - Prep. 3 97,7 95,0

Média 97,9 95,1

DP 0,3 0,3

DPR (%) 0,3 0,3
Aprovado ou Aprovado Aprovado

Reprovado

Tabela 24. Resultado de robustez leitura radial no ICP-OES

Creme Gel
Preparacdes
Recuperacao (%) Recuperacao (%)

Nivel 100% - Prep. 1 98,8 93,9
Nivel 100% - Prep. 2 100,4 95,9
Nivel 100% - Prep. 3 96,6 93,8
Média 98,6 94,6

DP 19 1,2

DPR (%) 1,9 1,3

Aprovado ou Reprovado Aprovado Aprovado
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Tabela 25. Resultado de robustez variando a poténcia aplicada no ICP-MS

Creme Gel
Preparacdes
Recuperacéao (%) Recuperagéao (%)

Nivel 100% - Prep. 1 103,6 103,5
Nivel 100% - Prep. 2 98,3 103,7
Nivel 100% - Prep. 3 101,7 102,5
Média 101,2 103,2

DP 2,7 0,6

DPR (%) 2,6 0,6

Aprovado ou Reprovado Aprovado Aprovado

Tabela 26. Resultado de robustez variando a vazdo do gas de nebulizacéo no ICP-MS

Creme Gel
Preparacoes
Recuperacao (%) Recuperacao (%)
Nivel 100% - Prep. 1 100,3 104,7
Nivel 100% - Prep. 2 98,9 101,0
Nivel 100% - Prep. 3 100,7 103,9
Média 99,9 103,2
DP 1,0 2,0
DPR (%) 1,0 1,9
Aprovado ou Aprovado Aprovado

Reprovado

Tabela 27. Resultado de robustez variando a profundidade de amostragem no ICP-MS

Creme Gel
Preparacdes
Recuperacao (%) Recuperacao (%)
Nivel 100% - Prep. 1 94,8 103,0
Nivel 100% - Prep. 2 94,8 99,0
Nivel 100% - Prep. 3 94,3 93,5
Média 94,6 98,5
DP 0,2 4.8
DPR (%) 0,3 4,9
Aprovado ou Aprovado Aprovado

Reprovado
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Conforme evidenciado nas Tabelas 26 a 30, a robustez foi considerada
satisfatoria para todos os parametros avaliados em ambas as técnicas, apresentando
desvio-padrao relativo (DPR) < 8,0% e resultados consistentemente dentro da faixa
de especificacdo estabelecida para o produto.

Destacamos que a robustez n&do foi explorada conforme as
recomendacdes da RDC 166/17, pois conforme discutido previamente no item 4.4.5,
foram selecionadas com foco em possiveis equivocos operacionais durante a
configuracdo do equipamento, ou seja, desvios que poderiam ser cometidos pelos
analistas no momento do preparo e ajuste das condi¢des instrumentais.

Adicionalmente, destaca-se que, para ambos 0Ss equipamentos
avaliados, as concentracbes de trabalho empregadas situam-se em niveis
relativamente elevados, o que exige atencdo quanto a estabilidade do sistema
analitico ao longo das sequéncias de analise. Nesse contexto, foi monitorada a
ocorréncia de possiveis efeitos adversos associados a aplicacdo em rotina, tais como
efeitos de memaria (carryover), contaminacdo da interface, instabilidades de sinal e
eventual obstrucdo do sistema de introducao de amostras.

Durante os ensaios, ndo foram observadas evidéncias significativas de
efeitos de memoria ou contaminacao persistente que comprometessem a exatidéo e
a precisdo do método. Da mesma forma, ndo foram verificados episddios recorrentes
de entupimento do nebulizador, do tubo central da tocha de quartzo ou de
contaminacdo de componentes da interface que impactassem a continuidade das
medidas analiticas. Esses resultados indicam que, nas condi¢des avaliadas, o método
apresenta robustez operacional e viabilidade para aplicacdo em rotina, desde que
mantidos procedimentos adequados de lavagem entre amostras e pOs analise com
solucéo de acido nitrico 10%, conforme procedimento interno, monitoramento do sinal

e manutencao preventiva dos equipamentos.

5.3 Metodologias analiticas desenvolvidas

Apés a conclusdo da etapa de validagdo analitica, as metodologias
desenvolvidas e validadas para a determinacdo de nitrato de cério em matrizes
semissolidas, especificamente cremes e géis, utilizando as técnicas ICP-OES e ICP-

MS, sao apresentadas a seguir.
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5.3.1 ICP-OES

Condicdes operacionais

a) Conforme a Tabela 3

Preparo da solucdo acido nitrico 10%

a) Acido nitrico sub-ebulicdo: Agua ultrapurificada (1 : 9)

Solucéo padréao check

a) transferir 258 uL da solucdo padrdo contendo 1000 mg/L de Ce para balédo

volumétrico de 100 mL e completar o volume com solucéo de &cido nitrico 10 %.

Curva de calibracao

a) transferir aliquotas da solucdo padréo estoque de Ce (1000 mg/L) para baldo
volumétrico de 100 mL conforme a Tabela 28 e completar o volume com solucéo de
acido nitrico 10 %:

Tabela 28. Solucdes de calibragdo utilizadas na construcdo da curva analitica para
determinacgé&o por ICP-OES

Nivel Aliquota (uL) Concentragdo (mg/L)
80% 206 2,06
90% 232 2,32
100% 258 2,58
110% 284 2,84
120% 310 3,10

Solucéao da amostra

a) pesar, com exatiddo 200 mg da amostra e transferir para tubo de digestao;
b) adicionar 10 mL &acido nitrico sub-ebuli¢éo;

c) digerir no forno de micro-ondas com programacao conforme Tabela 29;

d) transferir o digerido para baldo volumétrico de 100 mL;

e) completar o volume com agua destilada e desionizada e homogeneizar.

Tabela 29. Condi¢cbes operacionais do forno digestor micro-ondas para o preparo de amostra
Temperatura (°C) 180

Rampa (mm:ss) 25

Duracgédo (mm:ss) 5
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5.3.2 ICP-MS

Condicdes operacionais

a) Conforme a Tabela 4

Preparo da solucao de acido nitrico 10%

a) Acido nitrico purificado: Agua ultrapurificada (1 : 9)

Solucgéo Padréo interno (PI)

a) Em frasco plastico, adicionar 200 mL de &gua ultrapura obtida diretamente do
sistema Milli-Q;

b) seguida da adicdo de 5 mL de acido nitrico purificado por sub-ebulicao;

c) Posteriormente, adicionar 4,0 mL de uma solucdo comercial de padrdo interno
contendo 10 mg/L de Bi, Ge, In, Li, Tb, Sce Y

Solugéo padrao check

d) transferir 258 pL da solucéo padrdo 1000 mg/L de Ce para baldo volumétrico de
100mL e completar o volume com solucao de &cido nitrico 10% (Solucéo P1);

e) 0,1 mL da Solucédo P1/ acido nitrico 10% qg.s.p. 10 mL

Curva de calibracéo

a) transferir aliqguotas da solugdo padrdo estoque Ce (1000 mg/L) para baldo
volumétrico de 100 mL conforme Tabela 30 e completar o volume com acido nitrico
10%;

b) 0,1 mL de cada ponto/ acido nitrico 10% g.s.p. 10 mL

Tabela 30. Solucdes de calibragdo utilizadas na construcdo da curva analitica para
determinacédo por ICP-MS

Nivel Aliquota (uL) Concentracgéo (ug/L)
80% 206 20,6
90% 232 23,2
100% 258 25,8
110% 284 28,4
120% 310 31,0

Solucédo da amostra

a) adicionar 10 mL acido sub-ebuli¢éo;
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b) digerir no forno com programacéo conforme a Tabela 29;

c) transferir todo o contetdo para um baldo de 100 mL;

d) completar o volume com agua e homogeneizar. (Solugdo Al)
e) 0,1 mL da Solucdo Al/ acido nitrico 10% qg.s.p. 10 mL

Adequabilidade do sistema

a) O coeficiente de correlagao da regressao linear (R) deve ser R = 0,990
b) O coeficiente de variagao (CV) deve ser < 10% entre os resultados da solugao

padrdo check determinados antes e depois das andlises das amostras.

Procedimento para as metodologias analiticas
a) ajustar o equipamento;
b) a concentracdo do elemento € calculada utilizando-se a equacao da reta, obtida

pela injecao de cinco padrbes e a solucéao final, de acordo com a equacéo 14:

Int ourazao—-b d 434,22

~ s . 0 — X X X
Concentragdo de cério (%) A Mo 100 140,12

(Equacéo 14)

Onde:

Int: intensidade ou razdo obtido do cério na amostra, dependendo da técnica
espectroanalitica

b: coeficiente linear da curva resposta

a: coeficiente angular da curva resposta

d: fator diluicdo, em L

M,,: massa pesada da amostra, em mg
100: fator de converséao de unidades, para %

432,22: massa molecular do nitrato de cério e 140,14: massa molecular do cério
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0. Conclusoes

As metodologias analiticas desenvolvidas e validadas para a
quantificacdo de cério por ICP-MS e ICP-OES, utilizando o preparo de amostra por
digestéo acida assistida por radiagdo micro-ondas em frasco fechado, demonstraram
confiabilidade, preciséo e exatidao, atendendo plenamente aos critérios estabelecidos
pela RDC n.° 166/2017 e pelo capitulo geral USP <730>.

Antes da execucdo deste estudo, a empresa nao dispunha de
metodologias internas para a determinacgéo de cério, realizando o ensaio por meio de
laboratorios terceirizados. A internalizacdo e a implementacdo dos métodos
desenvolvidos proporcionaram maior seguranca, autonomia e agilidade as analises,
além de ganhos expressivos em qualidade, rastreabilidade e reduc@o de custos
operacionais.

Dentre as técnicas avaliadas, o método por ICP-OES destacou-se como
o mais indicado e aplicavel a rotina analitica do controle de qualidade da empresa.
Essa escolha se deve a sua robustez, estabilidade operacional e melhor
compatibilidade com a infraestrutura disponivel, além da presenca de uma equipe de
analistas com ampla experiéncia e capacitacdo no uso dessa técnica. Ademais, trata-
se de uma analise monoelementar e as concentracdes de cério nas amostras sao
relativamente elevadas e previamente estimadas, condicdo em que o ICP-OES
apresenta excelente desempenho analitico, linearidade adequada, precisdo e
exatiddo sem necessidade de instrumentacdo de maior sensibilidade ou uso de
padrao interno. Em contrapartida, o ICP-MS, embora ofereca limites de deteccédo mais
baixos, mostrou-se mais suscetivel a interferéncias e exigiu maior controle
instrumental e especializacdo técnica, fatores que podem dificultar sua aplicacdo em
analises de rotina. Contudo, € notdério que essa técnica instrumental € potencialmente
aplicavel para a determinagédo de analitos presentes em baixas concentracfes em
outros produtos farmacéuticos.

A implementacéo da metodologia ICP-OES na empresa representa uma
contribuicdo pratica e direta deste mestrado profissional, alinhando o desenvolvimento
cientifico a aplicacdo industrial. Tal resultado refor¢a o papel do mestrado profissional
na integragdo entre a pesquisa académica e a solucdo de demandas reais do setor
produtivo, promovendo inovacgéao, eficiéncia e fortalecimento das praticas analiticas

internas. Além da inclus&o de uma técnica robusta e alinhada as legisla¢gdes vigentes
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ao controle de qualidade de medicamento, uma vez que nao foram encontradas
literatura nesse sentido.

Adicionalmente, em conformidade com a Resolucdo da Diretoria
Colegiada n°® 318/2019, a metodologia desenvolvida apresenta caracteristicas de
método indicativo de estabilidade. A validacdo comprovou especificidade e
desempenho adequado quanto a precisdo, exatiddo, linearidade e robustez,
demonstrando sua aptidao para o monitoramento do teor de cério ao longo do prazo

de validade, assegurando a qualidade e a conformidade regulatéria do medicamento.
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