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Resumo

O processo de validagao de metodologias analiticas em laboratérios de pesquisa é
essencial para obter a aprovagdo da ANVISA e, consequentemente, o registro e a
comercializagdo de medicamentos, sejam eles de referéncia ou genéricos. Isso
envolve a realizagao de testes especificos em Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs),
que devem atender as especificagbes em farmacopeias e/ou compéndios
reconhecidos ou, se necessario, meéetodos validados que sejam realizados e
comprovados sua eficiéncia. Neste contexto, o trabalho visa validar uma metodologia
analitica para quantificar Calcio e Sdédio na matéria prima Carbonato de Litio,
utilizando a técnica de ICP-OES com avaliagdo de diversos parametros, incluindo
seletividade, linearidade, limite de quantificagdo, precisdo (repetibilidade e
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intermediaria), exatidao, faixa de trabalho e robustez. O objetivo € garantir que o
meétodo atenda aos requisitos da legislagdo em vigor. Para realizar as analises, as
amostras foram preparadas dissolvendo-as em uma solug¢ao de acido cloridrico 5 mol
L-'. Os resultados demonstraram que o método analitico é capaz de identificar e
quantificar os analitos de interesse sem interferéncias espectrais, mantendo uma
relacdo direta entre a concentragdo e a resposta analitica, além de apresentar
conclusdes e exatidao sob as condi¢gdes experimentais condicionais.

Palavras-chave: Impurezas. Quantificagao. Validagao de método analitico.

Abstract

The validation process of analytical methodologies in research laboratories is essential
for obtaining approval from ANVISA (Brazilian Health Regulatory Agency) and,
consequently, for the registration and commercialization of drugs, whether they are
reference or generic. This involves conducting specific tests on Active Pharmaceutical
Ingredients (APIs), which must meet the specifications in pharmacopoeias and/or
recognized compendia or, if necessary, validated methods that have been performed
and proven to be efficient. In this context, the work aims to validate an analytical
methodology for quantifying Calcium and Sodium in the raw material Lithium
Carbonate, using the ICP-OES technique with the evaluation of various parameters,
including selectivity, linearity, limit of quantification, precision (repeatability and
intermediate), accuracy, working range, and robustness. The goal is to ensure that the
method meets the requirements of current legislation. To perform the analyses, the
samples were prepared by dissolving them in a 5 mol L-1 hydrochloric acid solution.
The results demonstrated that the analytical method is capable of identifying and
quantifying the analytes of interest without spectral interferences, maintaining a direct
relationship between concentration and analytical response, and exhibiting precision
and accuracy under the specified experimental conditions.

Keywords: Lithium Carbonate. Impurities. ICP OES. Analytical Method Validation

1. Introdugao

A produgao de medicamentos requer um rigoroso controle da qualidade das
matérias-primas. As matérias-primas extraidas de fontes naturais possuem um risco
maior de apresentarem problemas relacionados a pureza e a presengca de
contaminantes téxicos ou nao-toxicos. O Litio (Li), na forma de Carbonato, € um
agente reconhecidamente utilizado como estabilizador de humor no Transtorno
Afetivo Bipolar (TAB), e sua producéo é realizada através da extragdo deste cation de
fontes naturais como os salares encontrados na Argentina, Chile e China. Os salares
apresentam teores de Oxido de Litio que variam entre 1% e 3%. Outra fonte apreciavel
para obtencao de Li € o espoduménio, que possui aproximadamente 8% de Li em sua
composigdo (PEIRO; MENDEZ; AYRES, 2013). A obtencéo de Carbonato de Litio
com grau de pureza farmacéutico, = 99%, ocorre através de sucessivas etapas de
purificacdo da fonte mineral empregada como matéria-prima. A Orocobre Limited
desenvolveu um processo para obtencao de Carbonato de Litio de alta pureza a partir
da purificacdo de sais concentrados de Li obtidos de salares. Neste processo o
Carbonato de Litio € separado dos demais Carbonatos pela formacao de Bicarbonato
de Litio que tem solubilidade apreciavel em solugcdo aquosa. Em etapa posterior o
Bicarbonato de Litio € convertido novamente a Carbonato que sofre precipitacao
(EHREN; ALEM, 2014).



Revista JRG de Estudos Académicos, Ano 6, Vol. VI, n.13, jul.-dez., 2023

A pureza do Carbonato de Litio € um fator determinante para o sucesso do
tratamento contra a TAB, uma vez que a janela terapéutica para o Li é considerada
estreita, entre 0,6 a 1,0 mmol.L"' de plasma sanguineo. Assim, tanto a intoxicag&o por
Li quanto a ineficacia do tratamento podem ocorrem devido a baixa qualidade da
matéria-prima (ICH, 2022). Entre os potenciais contaminantes do Carbonato de Litio,
produzido a partir de matérias-primas extraidas de salares, destacam-se o Sdodio e 0
Calcio. Estes cations sdo usados no processo produtivo do Carbonato de Litio onde
sdo empregados nas formas de Carbonatos e Hidroxidos, sendo estes usados para a
carbonatacao e alcalinizagdo do meio reacional (EHREN; ALEM, 2014).

A importancia do controle destas espécies em Carbonato de Litio de grau
farmacéutico é reconhecida pelas Farmacopeias Americana (USP) e japonesa (JP),
que requerem o controle destas impurezas em suas monografias. Enquanto a USP
especifica limites para Sodio e Calcio de 0,15% e 0,10%, respectivamente (UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2023). A JP tem especificacbes mais restritivas pois
especificas limites para Sédio e Calcio de 0,05% para ambas as impurezas
(JAPONESE PHARMACOPEIA, 2021). A USP sugere em monografia o uso das
técnicas de Turbidimetria e Fotometria em Chama para deteccdo de Calcio e Sdodio,
respectivamente (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2023). Ja a JP também sugere
0 uso de Fotometria em Chama para deteccao de Sédio, mas para deteccéo de Calcio
sugere a Titulacdo de Oxidacdo-Redugcdo com Permanganato de Potassio
(JAPONESE PHARMACOPEIA, 2021).

Tratando-se de simplicidade, os métodos classicos, como a volumetria,
apresentam vantagens sobre as técnicas instrumentais. Contudo, os métodos
classicos possuem desvantagens que podem ser consideradas como fatores
mandatorios na escolha da técnica. Neste sentido, podemos destacar a morosidade
destes métodos que necessitam de varias etapas para a confirmacao dos resultados.
Producgao de solugdes estoque e padronizagao de solugdes sao etapas indispensaveis
na conducao de meétodos classicos, e que tem impacto significativo no tempo total da
analise. Obviamente que os métodos classicos apresentam vantagens econdmicas
com relagdo aos métodos instrumentais, contudo muitas vezes o tempo necessario
para obtengao de resultados é o fator predominante. Uma redugéo significativa do
tempo de analise pode ser alcangada através da implementagao de metodologias que
utilizam apenas uma técnica para quantificacdo de todos os analitos requeridos. Neste
sentido a técnica de ICP OES destaca-se pois realiza a detec¢cédo e quantificagao de
grande parte dos elementos da tabela periddica de forma simultdnea ou sequencial
(BRITO et al., 2003; ISHIHARA et al., 2018). Esta técnica é reconhecida, também, por
sua precisao e eficiéncia notaveis para determinag¢des multielementares (PINHEIRO;
BAIRRO; NOBREGA, 2019; GUINE, 1998).

Este artigo demonstra os resultados obtidos durante o desenvolvimento e a
validagdo de metodologia analitica para a quantificacdo de Sdédio e Calcio em
Carbonato de Litio com grau de pureza farmacéutico. Na etapa de validagdo de
metodologia analitica foram realizados ensaios objetivando atender aos requisitos
legais da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que estao dispostos na
RDC 166 de 2017 (ANVISA, 2017).
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2. Materiais e métodos

Todas as solugdes aquosas foram produzidas com agua ultrapura de Tipo |,
resistividade = 18,2 MQ.cm (25 °C) e Carbono Organico Total (TOC) < 5,0 ug.L™,
obtida de sistema de Milli-Q Direct (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). As solucdes
contendo acido cloridrico foram preparadas a partir de Acido Cloridrico = 30% (grau
tragco, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Os padrées empregados para a
calibragdo do espectrobmetro foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha), ambos os padrdes de Sddio e Calcio nas concentracdes de
10.000 mg.L" e grau pureza para ICP (TraceCERT®, Sigma-Aldrich, EUA). As curvas
de calibragado foram produzidas a partir de solugcdo estoque de Sodio e Calcio nas
concentragdes de 50,0 mg.L-' e 75,0 mg.L", respectivamente. Tais solugbes foram
preparadas com agua ultrapura e em frascos de centrifuga de 50,0 + 0,25 mL (Sarstedt
AG & Co. KG, Nimbrecht, Alemanha). Todas as transferéncias volumétricas com
precisao requerida foram realizadas com pipetador eletrénico (Multipette®, Eppendorf
SE, Madri, Espanha). A calibrag&o instrumental para Sodio e Calcio foi realizada com
7 solugbes — SPo a solugéo branco e SP+, SP2, SP3, SP4, SPs e SPs contendo Sodio
nas concentragbes de 150, 250, 375, 500, 625 e 750 ug.L"', e Calcio nas
concentragdes de 225, 375, 562,5, 750, 937,5 e 1125 ug.L™".

As pesagens foram realizadas em balanga analitica digital (XPR226DR/A,
Mettler Toledo, Ohio, EUA). As amostras de Carbonato de Litio foram obtidas dos
fabricantes Blanver e Globe Quimica. Todas as medi¢cdes de Sodio e Calcio foram
realizadas empregando espectrdmetro de emissdo otica com plasma acoplado
indutivamente (Optima 8000, Perkin Elmer, Massachusetts, EUA), munido de sistema
de introducdo de amostras composto por camara ciclénica em vidro e nebulizador
Miramist® tipo parallel flow em PEEK. A bomba peristaltica do espectrometro carreou
as solucdes até o sistema de introducdo de amostras a uma vazéo constante de 1,0
mL.min"' empregando tubulagdo Tygon codigo Black/Black para as solugdes e
tubulagcéo Tygon codigo Red/Red para o descarte. A tocha em quartzo foi mantida a -
3 mm do Flat Plate, indutor do plasma, e o tubo injetor empregado foi um tubo em
alumina com D.I. de 2 mm. As observacdes no plasma foram realizadas em vista axial
para Calcio e vista radial para Sodio, ambas na configuragdo atenuada. A purga da
otica do espectrémetro foi realizada empregando vazao normal. O plasma de argbnio
(pureza = 99,99%, White Martins, S&o Paulo, Brasil) foi mantido com poténcia de 1400
Watts e vazdo do gas do plasma de 15 L.min', gas auxiliar de 0,5 L.min"' e
nebulizagéo de 0,60 L.min". A medigbes para Sddio foram realizadas em 393,366 nm
e para Calcio em 589,892 nm, a forma de aquisicao dos espectros (Read Time) foi
realizada de forma automatica empregando 5 medigdes por analise. O tempo de
estabilizacao do sinal (Read delay time) empregado foi de 80 segundos.

A amostragem das solugdes analisadas, carreamento das solugdes até o
espectrometro, foi realizada com um amostrador automatico (Model S10, Perkin
Elmer, Massachusetts, EUA). O tempo de lavagem empregado foi de 120 segundos,
empregando troca da solugdo de lavagem do reservatorio a taxa de 1 mL.min". A
solugdo de lavagem empregada foi Acido Nitrico a 2% v/v, preparada a partir de Acido
Nitrico =2 65% (grau trago, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).

As amostras foram preparadas a partir da pesagem de 125 mg de Carbonato
de Litio. A amostra foi transferida para frasco de centrifuga de 50,0 + 0,25 mL, onde
esta foi convertida a cloreto pela adicdo cuidadosa de solucdo de Acido Cloridrico 5
mol.L" até a marcacido de 40 mL. Apdés completo desprendimento do didéxido de
carbono, o frasco foi completado para 50 mL com Acido Cloridrico 5 mol.L'. Esta
solucao foi diluida 5 vezes, uma aliquota de 3 mL da solugdo amostra foi transferida
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para frasco de centrifuga de 15 mL, que foi completado com agua ultrapura. Entdo a
solucgédo foi analisada no espectrometro.

3. Resultados e Discussao

Na etapa inicial de desenvolvimento da metodologia analitica, foram
realizados testes de solubilidade das amostras de Carbonato de Litio em agua
ultrapura. A solubilizagdo completa da amostra, 125 mg para 50 mL de agua ultrapura,
ocorreu sob aquecimento a temperatura de 80 °C. Apesar das amostras
demonstrarem completa solubilidade em agua ultrapura, as analises de Sédio e Calcio
mostraram a presenca de efeito de matriz. Tal efeito de matriz foi verificado através
de testes de recuperagdo de analito na solugdo amostra. Novos testes de
solubilizagdo foram realizados com objetivo solubilizar completamente a amostra e
remover o Carbonato com o uso de Acido Cloridrico. A remogdo do Carbonato ocorre
através da reacgao acido-base que converte o Carbonato a Diéxido de Carbono que é
removido na forma de gas. Foram realizados testes com Acido Cloridrico nas
concentragdes de 1,0 e 5,0 mol.L".

O emprego de solugdo de Acido Cloridrico a 1,0 mol.L™" n&o foi capaz de
remover quantitativamente o Carbonato da solugdo amostra, e os efeitos de matriz,
apesar de minimizados, mantiveram-se. Ja o uso de Acido Cloridrico a 5,0 mol.L"
demonstrou eficiéncia na remog¢ao do Carbonato. Isso pode ser verificado pois o efeito
de matriz foi completamente resolvido.

Seletividade

A demonstragéo da seletividade do método pode ser realizada de diferentes
formas. Dé forma geral, o objetivo da seletividade € demonstrar que possiveis
interferentes, componentes da matriz da amostra, ndo interfiram positivamente ou
negativamente nos resultados da analise. A seletividade ou especificidade € uma
classificagdo de qualidade essencial em meétodos analiticos. Ela se refere a
capacidade do método de identificar e quantificar um analito especifico em uma
amostra, mesmo na presenga de outros componentes, como impurezas ou
componentes da matriz (conforme definido na RDC N° 166/2017). De acordo com os
critérios da RDC N° 166/2017, a seletividade dos métodos de identificagcao deve ser
demonstrada aplicando-se ensaios a substancias que sejam estruturalmente
semelhantes a analise de interesse. Com um método especifico a concentracdo do
componente pode ser determinada na integra independente da presenga de outras
substancias na amostra (LACHMAN; A. LIEBERMAN; J. KANING, 2015).

Segundo as exigéncias da RDC n° 166/2017, para demonstrar a seletividade
dos métodos de identificagdo, os ensaios devem ser aplicados a substancias
estruturalmente semelhantes ao analito, sendo o critério de aceitacdo a obtencao de
resultado negativo. Desta forma, a avaliagao da seletividade foi realizada por meio de
analise qualitativa, sendo esta uma avaliagao visual dos espectros de emisséo e
comparacgao das intensidades dos sinais analiticos e, de analise quantitativa, obtida
por meio da avaliagao do teste de Exatidao.

A Figura 1 apresenta a avaliagao visual dos espectros de emissao para (A)
Calcio e (B) Sodio. A Tabela 1 apresenta as respostas numeéricas para os sinais
analiticos obtidos pelas analises das solucdes Branco (Acido Cloridrico 5 mol.L-1),
Referéncia Calcio (padréo de calcio), Referéncia Soédio (padrao de sodio), Amostra
(matéria prima de Carbonato de litio) e Seletividade (padrdo de mercurio, cobalto e
molibdénio).
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Figura 1 — Espectros de emissédo de (a) Ca 393.366 e (b) Na 589.592, obtidos nas andlises das
solugbes empregadas no estudo da seletividade em Carbonato de Litio.

Tabela 1 — Dados de intensidade do sinal analitico para avaliagdo da seletividade para as impurezas
célcio e sédio.

Solucs Intensidade

ougao Ca 393.366 Na 589,892
Branco 964,8 -87,2
Referéncia 1300479,8 3207,7
Amostra 99527,3 -15,1
Seletividade 1403203,1 3347,3

Um meétodo especifico deve ser capaz de resolver do pico de interesse todos
0os outros componentes, inclusive impurezas (LACHMAN; A. LIEBERMAN; J.
KANING, 2015). Como pode-se observar, tanto na Tabela 1, quanto na Figura 1, as
areas das solucdes referéncia de Calcio e Soédio sdo maiores que a area da solugao
branco, e a area da solugao seletividade € maior que a area da solugdo amostra,
indicando que o método é capaz de identificar os analitos de interesse em meio a
matriz e na presenga de potenciais interferentes (solugao seletividade). Além disso,
nao foram observadas interferéncias espectrais, uma vez que o espectro da solugéo
Referéncia e Seletividade apresentaram intensidades correspondentes aos analitos
Sadio e Calcio, como pode ser observado na Figura 1.

Linearidade

A linearidade de um método analitico indica como os paradmetros, como a
absorbancia, a altura do pico, a area ou a intensidade da resposta, se comportam em
relacdo a concentragdo do analito que estda sendo medido. Para avaliar essa
linearidade, € necessario utilizar pelo menos cinco concentracdes diferentes de uma
solucao padréao idéntica, e € recomendavel fazer pelo menos trés replicatas para cada
uma dessas concentragdes. E importante que essas concentragbes estejam dentro
de uma faixa que abranja de 80% a 120% ou mesmo 50% a 150% do intervalo de
trabalho esperado para o método (LACHMAN; LIEBERMAN; KANING, 2015).

Desta forma, a avaliagao da linearidade do método foi efetuada mediante a
obtencdo de curva analitica com seis niveis de concentragcdo e com cinco réplicas
para cada nivel, compreendendo o intervalo de 30% a 150% da concentragdo nominal
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dos analitos estudados. Cada uma das 6 diferentes curvas de calibracéo foi preparada
a partir de uma solugao padrao estoque diferente.

A avaliagdo estatistica foi realizada empregando a aplicagdo do programa
estatistico Action Stat®. A Tabela 2 apresenta o resumo dos resultados obtidos
durante o estudo da linearidade para as linhas de emissao de Ca 393.366 e Na
589,592.

Tabela 2 — Resumo das conclusdes do estudo de linearidade para a impureza Calcio usando o método
dos minimos quadrados ponderados e sédio usando o0 método dos minimos quadrados ordinarios.

Concluséao

Teste

Ca 393.366

Na 589.592

Teste F da ANOVA

Teste do Intercepto

Coeficiente de Correlacao
de Pearson

Teste de Normalidade dos
Residuos

Teste de
Homocedasticidade

Valores extremos na
resposta

Teste de independéncia das
observacgoes

Nao rejeitamos a significancia do
modelo linear

Intercepto significativo

R =0.9997 que é maior que o
proposto (0,99)

Né&o rejeitamos a hipdtese de
normalidade dos residuos

N&o rejeitamos a
homocedasticidade da variancia

Nao detectamos pontos
extremos.

Nao detectado dependéncia das
observacgoes

Nao rejeitamos a significancia do
modelo linear

Intercepto significativo

R = 0.999 que é maior que o
proposto (0,99)

N&o rejeitamos a hipdtese de
normalidade dos residuos

N&o rejeitamos a
homocedasticidade da variancia

Nao detectamos pontos
extremos.

Nao detectado dependéncia das
observacgoes

A analise estatistica demonstrou o cumprimento dos critérios estabelecidos
para o parametro de linearidade, e desta forma, pode-se considerar o método linear.
A avaliacdo dos residuos demonstrou que a distribuicdo destes € homocedastica,
apresenta normalidade, apresentam independéncia e valores extremos (outliers) néo
foram observados. Considera-se entdo, a faixa de trabalho para calcio de 225,0 a
1125,0 ug.L' como sendo linear, enquanto que para a sédio a faixa de trabalho com
linearidade comprovada foi de 150,0 a 750,0 ug.L™". A analise estatistica realizada no
estudo da Linearidade demonstrou que o intercepto € significativo, contudo tendo em
vista que o método a ser utilizado em rotina analitica empregara calibragdo externa
por meio de curva de calibragdo com 6 concentragdes distintas, abrangendo a faixa
entre 30% a 150 %, o efeito do intercepto para os resultados néo sera observado.

Limite de quantificagao

Conforme definido no capitulo da USP<730>, o Limite de Quantificagdo (LQ)
representa a menor quantidade de analito que pode ser quantificada com niveis
aceitaveis de precisao e exatidao, dentro das condi¢cdes experimentais utilizadas. O
LQ é estimado ao calcular o desvio padrao de 10 medidas replicadas de uma solugao
em branco e, em seguida, multiplicar esse valor por 10. Matematicamente, o LQ pode
ser calculado usando a seguinte formula: LQ = 10DP + Cp,qneo- E importante destacar
que o valor do LQ deve ser igual ou inferior a concentragdo mais baixa que foi
experimentalmente determinada com preciséo e exatidao (nivel de 30%).

Para este estudo foram consideradas como LQ, as concentragdes iguais a
menor concentragao usada para curva de calibragcdo, a mesma utilizada como a menor
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concentragcdo empregada no teste de Linearidade. Abaixo sdo demonstrados os
resultados para as concentragbes de 10 solugbes branco independentes e os
resultados para os LQs dos analitos estudados.

Tabela 3 — Limite de quantificagao.

Ca Na

So'ugées Limite de Limite de
Conc., pg.L* quantificagao, ug.L" Conc., pg.L* quantificagao, ug.L"
1 1

Branco (1) 1,05 17,23
Branco (2) 0,04 7,35
Branco (3) 0,86 2,68
Branco (4) -0,19 -7,73
Branco (5) -0,22 -8,45
Branco (6) -0,93 83 0,42 80,4
Branco (7) -0,61 -5,68
Branco (8) -0,25 -3,69
Branco (9) -0,41 -6,99
Branco (10) 1,67 -0,15
e 08 ;

O limite de quantificag&o obtido por meio da analise de 10 solugdes branco foi
de 8,3 ug.L-1 para calcio e 80,4 pg.L-1 para sodio, sendo assim a menor concentragéo
do analito avaliado em toda a faixa de trabalho ndo deve ser inferior a esta.

Faixa de trabalho

De acordo com o capitulo descrito pela USP<730>, faixa de trabalho é o
intervalo entre as concentragdes superiores e inferiores do analito na amostra para o
qual foi demonstrado que o procedimento analitico tem um nivel adequado de
precisdo, exatidao e linearidade que é demonstrado pelo atendimento aos requisitos
desses parametros, demonstrando que o método em questao € linear, preciso e exato.
Os analitos estudados foram avaliados na faixa de 30% a 150% das especificagdes.
Diante disso, as faixas de trabalho foram comprovadas por meio dos estudos de
linearidade, precisdo e exatiddo. A Faixa de trabalho de 450 a 2250 ug.g™' foi
demonstrada para calcio como sendo adequada, enquanto que para sodio a faixa
considerada adequada foi de 300 a 1500 ug.g™.

Precisao

A preciséo refere-se a dispersdo de um conjunto de valores a volta de um
valor central e é geralmente expresso como o desvio padrdo de uma série de
medi¢cbes obtidas para uma amostra (LACHMAN; LIEBERMAN; KANING, 2015).
Assim, é demonstrada em termos de desvio padrao relativo (DPR) que é a raz&o entre
o desvio padrdo de um grupo de dados e o valor médio do mesmo, multiplicado por
100. De acordo com o capitulo descrito pela USP<730>, o procedimento analitico &
avaliado medindo as concentracdes de seis solugbes de amostra preparadas
independentemente em 100% em relagao a sua especificacao.

Conforme o capitulo USP<730>, para avaliar a precisdo, € recomendado
realizar previsbes em dias diferentes, utilizando instrumentagdo distinta, ou
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executando o método por dois ou mais analistas. O ideal € que, no minimo, trés
experimentos sejam realizados, considerando qualquer combinag&o desses fatores, a
fim de obter uma estimativa da precisao intermediaria.

A precisdo do método analitico foi verificada em dois niveis: preciséo | e |l
(repetibilidade) e precisédo intermediaria, esta ultima verificada através dos dados
obtidos de 2 testes de precisdo, sendo estes realizados em dias diferentes e por
analistas diferentes.

Tabela 4 — Resultados para o estudo de precisédo (1) e (2) e precisdo intermediaria para Calcio em
Carbonato de Litio.

Precisao (1) Precisao (2) Precisdo intermedidria
102,5 99,7
102,1 97,8
(Calree, % 102,7 97,2 )
’ 100,9 98,4
98,2 98
100,6 98,4
Meédia 101,2 98,3 99,7
DPR (%) 1,5 0,8 2
Especificagdo (%) <20,0 <25,0

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos das precisées | (repetibilidade),
precisdo Il e precisado Intermediaria para Calcio em amostra de Carbonato de Litio. O
estudo de repetitividade para o Analito Calcio demonstrou DPRs para as precisoes |
e Il de 1,5% e 0,8%, respectivamente. A precisao intermediaria, teve DPR de 2,0%,
valor este adequado quando comparado aos critérios de aceitagao preconizados pela
USP<730>. Sendo estes de < 20,0% e < 25,0%, para precisédo (repetibilidade) e
precisao intermediaria, respectivamente.

Tabela 5 — Resultados para o estudo de precisdo [(1) e (2)] e precisdo intermediaria para Sodio em
Carbonato de Litio.

Precisao (1) Precisao (2) Precisao intermedidria

100,8 99,3
104,9 99,4
(Nalee, % 103,7 99,1
101,9 97,7
101,6 98,4
103,7 98,3

Meédia 102,8 98,7 100,7

DPR (%) 1,4 0,7 2,4
Especificagdo (%) <20,0 <25,0

A tabela 5 apresenta os resultados obtidos das precisdes | (repetibilidade),
precisdo |l e precisdo Intermediaria para Sédio em amostras de Carbonato de Litio. O
estudo de repetitividade demonstrou DPRs para as precisdes | e Il de 1,4% e 0,7%,
respectivamente. A precisao intermediaria, teve DPR de 2,4%, valores estes abaixo



Revista JRG de Estudos Académicos, Ano 6, Vol. VI, n.13, jul.-dez., 2023

dos critérios de aceitacdo preconizados pela USP <730>, que sdo de < 20,0% e <
25,0%, para precisao (repetibilidade) e precisado intermediaria, respectivamente.

Exatidao

De acordo com a RDC 166/2017, a exatiddo de um método analitico deve ser
obtida por meio do grau de concordancia entre os resultados individuais do método
em relagdo a um valor aceito como verdadeiro. Deve ser verificada a partir de, no
minimo, 9 determinagdes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou
seja, 3 concentragdes: baixa, média e alta, com 3 réplicas em cada nivel. As amostras
para devem ser preparadas de maneira independente, podendo ser utilizadas
solugdes diluidas de uma mesma solugdo mae da SQR (Substéncia Quimica de
Referéncia).

O teste de recuperacéo foi realizado utilizando concentra¢des conhecidas das
solucdes padrdes para os niveis de concentracdo de 30%, 100% e 150% da
especificagao.

Na Tabela 6 sdao mostrados os resultados da exatiddo para Calcio em
Carbonato de Litio. As recuperagdes medias foram de 100,1%, 100,0% e 98,6% para
as concentragoes relativas de 30%, 100% e 150%, respectivamente. Os valores de
DPR para todos os niveis avaliados foram abaixo da especificagéo (< 20,0%) sendo
os valores de 0,4%, 1,1% e 0,6%, respectivamente. Todos os valores foram
considerados satisfatérios tendo em vista os critérios de aceitagdo descritos na
USP<730>.

Tabela 6 — Resultados do estudo de exatiddo para Calcio nos niveis baixo, médio e alto em Carbonato
de Litio.

Exatiddo 30% Exatiddo 100% Exatiddo 150%
99,4 101,2 98,6
[Calrec, % 100,4 99 98
100,4 99,6 99,2
Média (%) 100,1 100 98,6
DPR (%) 0,4 1,1 0,6

Recuperagao: 70,0 — 150,0%

Especificacdo
DPR: < 20,0%

Na Tabela 7 sdo mostrados os resultados da exatiddo para Sédio em
Carbonato de Litio. As recuperagdes medias foram de 102,1%, 100,8% e 99,0% para
as concentragdes relativas de 30%, 100% e 150%, respectivamente. Os valores de
DPR para todos os niveis avaliados foram abaixo da especificagao, sendo os valores
de 1,3%, 1,9% e 1,1%, respectivamente. Todos os valores foram considerados
satisfatorios tendo em vista os critérios de aceitagcado descritos na USP <730>.
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Tabela 7 — Resultados do estudo de exatiddo para Sédio nos niveis baixo, médio e alto em Carbonato
de Litio.

Exatiddo 30% Exatiddo 100% Exatiddo 150%
104,4 103,3 97,7
[Nalreo, % 100,9 99,5 99,6
101 99,7 99,8
Média (%) 102,1 100,8 99
DPR (%) 1,3 1,9 1,1

Recuperagao: 70,0 — 150,0%

Especificacdo
DPR: < 20,0%

Robustez

A robustez indica a capacidade do método analitico em resistir a pequenas e
determinadas variagdes das condi¢gdes experimentais (L. Schons, 2019). Caso haja
susceptibilidade do método a variagdes nas condi¢cdes analiticas, estas deverao ser
controladas por meio de precaugdes descritas no método (RDC 166/2017). De acordo
com o capitulo descrito pela USP<730>, a robustez é demonstrada pelo cumprimento
dos requisitos de precisédo intermediaria, sendo essa, a média das precisdes | e Il.
Assim, para avaliagdo da robustez foi empregado apenas o estudo de estabilidade da
amostra. Outros parametros como tempo de extragao, filtracdo, variagcdo do pH,
temperatura ndo se aplicam ao método ou a técnica utilizada, e por isso ndo foram
avaliados.

A estabilidade das solugbes amostra foram verificadas mediante reanalise de
solugbes utilizadas no teste de precisdo do método analitico (solu¢gdes branco,
amostra e precisao). A reanalise foi realizada apos 24 horas do teste de precisdo. Os
resultados obtidos foram avaliados em termos de recuperacao e sdo mostrados nas
Tabela 8 e Tabela 9.

Tabela 8 — Resultados obtidos para o estudo de estabilidade de Calcio em solugdes teste.

P;?
Precisdo Reandlise
P;?
99,7 100,4
97,8 102
(Calree, % 97,2 102 ]
’ 98,4 101,3
98 101,1
98,4 99,9
Média 98,3 101,1 99,7
DPR (%)? 0,8 0,8 1,7
reperosior | T007150.0%
Especificacdo DPR (%) < 20,0% < 25,0%

" Resultados obtidos a partir da Preciséo (1) e a reanalise.
2 Os DPRs foram calculados com base nas concentragdes (ug.L™") obtidas das solugdes analisadas na
precisao e sua reanalise apos repouso de 24h.
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Tabela 9 — Resultados obtidos para o estudo de estabilidade de Sédio em solucgdes teste.

P
Precisdo Reanalise
P2
99,3 99,6
99,4 101,4
[Na]rec, % 99,1 100,9
97,7 101,4
98,4 101,8
98,3 101,2
Meédia 98,7 101 99,9
DPR (%) 07 08 iy
Especificacdo
Reiup];rag&o (%) 70,0 -150,0%
Especificagdo DPR (%) < 20,0% < 25,0%

" Resultados obtidos a partir da Preciséo (1) e a reanalise.

2 Os DPRs foram calculados com base nas concentragbes (ug. L") obtidas das solugbes analisadas na
precisao e sua reanalise apos repouso de 24h.

Os resultados das Tabelas 8 e 9 demonstram que as recuperagdes ficaram
dentro da faixa especificada pela USP <730>, que é de 70,0 a 150,0%, a recuperagao
de calcio foi de 99,7% e sodio 99,9%. Quanto ao DPR ficou 1,4, sendo que a
especificacao e de < 20,0% de DPR para as precisdes repetibilidades e < 25,0% de
DPR para a analise de impurezas na precisdo intermediaria. Assim, as solugdes
amostram possuem estabilidade de pelo menos 24 horas para ambos os analitos.

4. Conclusao

Por meio da avaliagdo dos parametros de seletividade, linearidade, limite de
quantificagcdo, faixa de trabalho, precisdo (repetibilidade), precisdo intermediaria,
exatidao e robustez para quantificagdo de Calcio e Sddio em Carbonato de Litio, foi
comprovado que a proposta de método analitico atende aos requisitos estipulados
pela legislagdo vigente. Além disso, os resultados indicam que o preparo das amostras
é estavel por um periodo de 24 horas. Essa descoberta € de grande relevancia, pois
permite a preparacao antecipada de amostras sem impacto na precisdo do método.

Em resumo, o estudo valida a robustez e a eficacia do método analitico
proposto para a quantificacdo de calcio e sddio em carbonato de litio, atendendo as
exigéncias regulatorias e fornecendo uma ferramenta confiavel para futuras analises
nesse campo de pesquisa.
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