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Resumo

O interesse na determinacéo de impurezas elementares em produtos farmacéuticos
aumentou nos ultimos anos devido as mudangas nas exigéncias regulatorias e a
necessidade de atualizar os testes de limite atuais recomendados nas farmacopeias.
A espectrometria de emissao Optica de plasma acoplado indutivamente (ICP) € uma
alternativa adequada para a analise multielementar. O objetivo deste artigo é
harmonizar a analise implementada pelo fabricante e pela industria farmacéutica para
o controle de qualidade da matéria-prima sacarina sodica dihidratada; por meio do
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desenvolvimento de uma metodologia analitica na técnica de geragéo de hidretos por
ICP OES quantificando Arsénio (As) e Selénio (Se) na matriz de estudo. Foi
necessario o emprego de diferentes etapas de redugéo dos analitos para a formagéao
dos respectivos hidretos volateis. Por esse motivo, optou-se por realizar as analises
separadamente. Para As, a reacao foi realizada em meio acido, utilizando iodeto de
potassio e acido ascérbico, enquanto que Se, a reducdo do Se+6 para se+4 foi
realizado através de aquecimento em meio acido. Foram obtidos resultados para
Precisdo e Exatidao dentro dos critérios de aceitagao descrito pela USP<730>, desta
forma o teste demonstrou ser promissor, apresentando desvio padrao relativo de 2,0%
e 2,6%, para As e Se respectivamente, e a linearidade expressou coeficiente de
correlacdo de 0,99. Em estudos futuros, pretende-se dar continuidade a fase de
validagao analitica, que sera avaliada pelos parametros descritos na RDC 166/2017,
atendendo aos requisitos estabelecidos pela legislagdo vigente e demais diretrizes
internacionais.

Palavras-chave: Geragcdo de hidretos. Impurezas elementares. Insumos
farmacéuticos. Medicamentos.

Abstract

Interest in the determination of elemental impurities in pharmaceuticals has increased
in recent years due to changes in regulatory requirements and the need to update
current limit tests recommended in pharmacopoeias. Inductively coupled plasma
optical emission spectrometry (ICP) is a suitable alternative for multielement analysis.
The objective of this article is to harmonize the analysis implemented by the
manufacturer and the pharmaceutical industry for the quality control of the raw material
saccharin sodium dihydrate; through the development of an analytical methodology in
the hydride generation technique by ICP OES quantifying Arsenic (As) and Selenium
(Se) in the study matrix. It was necessary to use different analyte reduction steps to
form the respective volatile hydrides. For this reason, it was decided to carry out the
analyzes separately. For As, the reaction was carried out in an acid medium, using
potassium iodide and ascorbic acid, while for Se, the reduction of Se+6 to Se+4 was
carried out by heating in an acid medium. Results were obtained for Precision and
Accuracy within the acceptance criteria described by USP<730>, thus the test proved
to be promising, presenting a relative standard deviation of 2.0% and 2.6%, for As and
Se respectively, and the linearity expressed correlation coefficient of 0.99. In future
studies, it is intended to continue the analytical validation phase, which will be
evaluated by the parameters described in RDC 166/2017, meeting the requirements
established by current legislation and other international guidelines.

Keywords: Generation of hydrides. Elemental impurities. Pharmaceutical supplies.
Medicines.

1. Introdugao

No processo de fabricagdo os medicamentos acabam por carregar
catalisadores e contaminantes oriundos da sintese dos insumos farmacéuticos, os
quais sado conhecidos por interferir na eficacia dos medicamentos ou causar efeitos
toxicos nos pacientes. A fim de regulamentar a produgdo de medicamentos e
estabelecer padrdes de qualidade para os produtos finais, organizagdes
internacionais juntamente com a ICH (International Conference On Harmonisation Of
Technical Requirements For Registration Of Pharmaceuticals For Human Use)
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estabeleceram regulamentos para maximizar a exposigao a elementos-alvo e também
para elementos conhecidos por serem toxicos para os seres humanos (ICH, 2009;
USP, 2012; POHL et al., 2018; PINHEIRO et al., 2019).

A matéria prima sacarina sédica dihidratada € um edulcorante artificial de alta
intensidade, produzido em escala industrial e o mais consumido mundialmente.
Comercialmente € disponivel em sais de sddio, calcio e potassio, sendo comumente
usados na industria alimenticia e farmacéutica como agente antimicrobiano,
intensificador de sabor, adjuvante, solvente ou veiculo de transporte (WHITEHOUSE,
et al., 2008; GUILLEM-LLOBAT, 2012). A preferéncia pela sacarina sédica dihidratada
se deve ao fato de que ela é soluvel em agua e alcool, contudo esta substancia pode
apresentar impurezas como o Arsénio e/ou Selénio, classificados com Classe 1 e
Classe 2 respectivamente segundo a USP (United States Pharmacopeia)
(WHITEHOUSE, et al., 2008; USP, 2016; RIBEIRO et al., 2020; ICH, 2022).

O Arsénio inorganico tem se mostrado genotdxico, mas nao mutagénico e tem
sido reconhecido como um carcinogeno humano (MANDAL & SUZUKI, 2002;
PATACA et al., 2005; IARC, 2012; ICH, 2022). A exposi¢ao diaria permitida (PDE do
inglés Permitted Daily Exposure) oral é baseada nos efeitos crénicos do Arsénio na
pele e estabelece o limite em 15 ug.dia com base na Agéncia para Substancias
Toxicas e Registro de Doengas (ATSDR) (ATSDR, 2007; WHO, 2011; ICH, 2022).

Ja o Selénio (Se) € um oligoelemento essencial para muitas espécies,
incluindo humanos. De acordo com a EPA (United States Environmental Protection
Agency), o sulfeto de selénio pertence ao Grupo B2 (provavel carcinbgeno humano)
(US EPA, 2002). A toxicidade mais significativa observada com a exposi¢céo excessiva
em humanos ao Se é a selenose, caracterizada principalmente por efeitos dérmicos
e neuroldgicos, incluindo marcha instavel e paralisia (ATSDR, 2003). A exposi¢ao a
niveis excessivos de Selénio na dieta gera preocupacéo e com o objetivo de limitar a
exposicao total ao Se, varias organizagdes estabeleceram um limite para a PDE oral
de 170 pg.dia (ATSDR, 2003, OMS, 2011; ICH, 2022).

As analises destes elementos devem ser realizadas no fabricante do insumo
e no controle de qualidade da industria farmacéutica em que se faz necessaria a
concordancia entre os valores. Uma técnica promissora e vantajosa para a detec¢ao
de Arsénio e Selénio é a espectrometria de emissdo 6ptica com plasma acoplado
indutivamente com geracao de hidretos (HG-ICP OES), utilizando a conversao de
amostra solida da sacarina sodica dihidratada em solucéo, para a quantificagao de
ambos os elementos.

A fim de assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, foi empregado o
estudo de linearidade no método proposto utilizando o Software para avaliagcédo
estatistica, ACTION.

2. Metodologia

O desenvolvimento do método ocorreu por meio de conversdao de amostra
sélida em solugdo, com posterior analise de ambos os analitos empregando a
espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado com geragao
de hidretos (HG- ICP OES).

As especificagbes para impurezas Arsénio e Selénio foram baseadas nas
descritas no CoA (Certificate of analysis - Certificado de Analises) do fabricante da
matéria prima sacarina sodica dihidratada; com valores de Arsénio < 3,0 ug.g' e
Selénio < 30 ug.g™".
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Com o intuito de evitar erros ou contaminagdes durante o desenvolvimento do
meétodo; foram empregados reagentes, equipamentos que dispdem de qualidade
analitica, e as vidrarias e utensilios devidamente higienizados e calibrados (Tabela 1).

Tabela 1 - Amostras, padrao e equipamentos utilizados para os testes.

Amostras / Padrdes / Equipamentos Fabricante
Padrédo de Arsénio 1000mg.L™ Sigma-Aldrich
Padréo de Selénio 1000mg.L" Sigma-Aldrich
lodeto de Potassio Merck

Acido Ascérbico Neon

Acido Nitrico, >65% Merck

Acido Cloridrico, >30% Merck
Borohidreto de Sodio Sigma-Aldrich
Hidréxido de Sdédio Neon
Sacarina Sodica Dihidratada Tinanjin Notrh Food
Balanca Analitica Mettler Toledo
Pipetador automatico Eppendorf
Chapa de Aquecimento IKA
Termémetro IKA

Banho Ultrassénico Elitech

Sistema de Preparo de Amostras (Microondas) Milestone
Espectrometro de Emisséo Otica Perkin Elmer

Fonte: Autores, 2023.

Teste de Solubilidade

A sacarina sodica dihidratada possui solubilidade de pelo menos 10,0 mg.mL"
' em agua a 20 °C (PUBCHEM, 2023). Os testes iniciais foram realizados com a
finalidade de solubilizar quantidade de amostra necessaria para a realizacdo de
analises empregando a geracéo quimica de vapor (Chemical Vapor Generation, CVG)
ou geragao de hidretos (HG), tentando assim evitar interferéncias causadas pela
presenga de carbono, ja que as linhas de emisséo atdbmicas para Arsénio e Selénio
séo influenciadas fortemente pela presenga do mesmo (BORGES, 2005; POTES,
2018).

Os calculos iniciais para a solubilizacdo foram realizados para o analito
Arsénio, por ter uma especificagédo de 3 ug.g”', que € na ordem 10 vezes inferior que
do analito Selénio, tendo como limite de quantificagdo para Arsénio, na analise em
solugdo, de 4,0 a 5,0 ug.L'. Empregando-se a concentragdo de 4,5 ug.L’
(concentragao do analito em solugdo amostra), sendo que a concentracéo de 0,9 ug.g-
(concentragdo do analito em amostra de sacarina), utilizando-se um volume de 0,015
L e o fator de diluicdo de 1, a massa a ser utilizada sera de 75 mg de sacarina sédica
dihidratada.

As concentragdes de sacarina sodica dihidratada utilizadas nos testes de
solubilidade teve como base os calculos iniciais, empregando 50, 75 e 100 mg da
matéria prima; sendo preparadas as amostras em triplicata para cada concentracgao.
A partir do trabalho de SERBAN et al., 2020, foi empregada a solugdo Redutora mais
comumente utilizada no método de determinacao de Arsénio. A solu¢ao Redutora | foi
preparada (m/v) usando 5% de iodeto de potassio e 5% de acido ascérbico em agua
ultrapura.
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No Teste 1 de solubilidade as amostras foram preparadas em tubo tipo Falcon
de 15 mL contendo 20% de Acido Cloridrico (>30% m/m, grau traco) e 13,3% da
Solugédo Redutora I, completando o volume do frasco com agua ultrapura aplicando
agitacdo em ultrassom por 3 minutos.

No Teste 2 de solubilidade utilizou-se somente a Solugdo Redutora |, em tubo
tipo Falcon de 15 mL com agua ultrapura sob agitagdo por 3 minutos em ultrassom.
No Teste 3 de solubilidade foram também preparadas outras trés amostras de
concentragdes ja mencionadas com 6,6% de Acido Nitrico (> 65% m/m grau traco),
em ultrassom aquecido por 1 hora a 95 °C com agitagdo a cada 15 minutos.

Teste de Formagao de Hidretos

Apo6s a solubilidade iniciou-se a verificagdo da formacgao de hidretos de
Selénio e Arsénio contemplando duas solugcbes Redutoras | e |l para diminuicdo de
interferentes durante o emprego da técnica HG-ICP OES (SEBAN, et al., 2020). A
solugéo Redutora Il foi preparada (m/v) usando 0,2% de Borohidreto de Sédio e 0,05%
de Hidroxido de Sodio.

Para solucdo estoque dos padrdes de Selénio e Arsénio foi utilizada 37,5 pL
da Solugdo Padriao de Arsénio 1000 mg.L' e 250 yL da Solugdo Padrio de
Selénio 1000 mg.L' em frasco do tipo Falcon de 50 mL completando o volume com
agua ultrapura. [As] = 0,75 mg.L™"; [Se] = 5 mg.L".

As Solugdes Branco, Amostra Teste e Referéncia 100% foram preparadas
com duas réplicas em tubo tipo Falcon de 15 mL e adigdo de 13,3% da Solucao
Redutora |, completando o volume do frasco com agua ultrapura e agitagdo de 3
minutos em ultrassom.

A Solugdo Amostra foi preparada com aproximadamente 75 mg de sacarina
sédica dihidratada; Solugédo Teste com aproximadamente 75 mg de sacarina sodica
dihidratada e 300 pL da solugéo estoque dos padrdes Arsénio e Selénio; ja a Solugao
Referéncia 100% foi preparada utilizando 300 uL da solugao estoque dos padroes de
Arsénio e Selénio.

As amostras Solugao Branco, Solugao Referéncia 100%, Solucdo Amostra e
Solugao Teste foram analisadas no Espectrometro de emissao 6tica da marca Perkin
Elmer, empregando os parametros descritos na Tabela 2.

O Teste de Formacéao de Hidretos teve por finalidade avaliar a semelhanca
entre os sinais analiticos de Arsénio e Selénio quando estes estdo na presenca ou
nao da matriz da amostra.

Tabela 2 - Pardmetros instrumentais para determinagcdo em ICP OES.

Parametro do instrumento Condicao operacional
Introdugéo de amostra Cont.flow hydride generation apparatus
Posicdo da Tocha (mm) -2

Element As /  Se
Wavelenght (nm) 193.696 / 196.026
Function Analyte

Purge gas flow High

Read time (sec) Auto

Read delay time (sec) 70

Replicates 3

Measured by Element

Source equilibration delay (sec) 10

Monitor nebulizer back pressure Yes
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Nebulizer back pressure upper limit (%) 10

Plasma gas flow (L.mim") 12

Auxiliar gas flow (L.mim™) 0,5

Nebulizer gas flow (L.mim™) 0,60

Power (W) 1400

View dist. (mm) 15.0

Sample flow rate (mL.mim™") 1,25

Sample flush time (sec) 0

Tubulagao para descarte (mm) 3,14 preta/branca
Tubulagao para amostra (mm) 0,76 preta/preta
Tubulacéo para solugao Redutora |l 1,14 vermelha/vermelha
Parametros do Amostrador Automatico Condigao operacional
Autosampler wash Between samples
Wash location 0

Normal time (sec) 70

Solugéo de lavagem Acido nitrico 2% v/v

Fonte: Autores, 2023.

Foi verificado que ndo houve a formagéao de hidretos de Selénio, desse modo
foi preciso realizar novos ensaios com alteragcbes e aumento das proporgdes das
massas das amostras e na adicdo das Solucgdes estoque.

No decorrer do desenvolvimento metodoldgico também houve a necessidade
de realizar alteragbes em alguns parametros do espectrémetro de acordo com as
Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Alteragdes realizadas em Spectrometer / Read Parameters / Auto Integration.

Read parameters Min. Time (sec) Max. Time (sec)
As 193.696 Time (sec)= AUTO 1.000 5.000 —15.000
Se 196.026 Time (sec)= AUTO 1.000 5.000 —15.000

Fonte: Autores, 2023.

As alteragdes foram realizadas visando a melhora da reprodutividade dos
resultados.

Tabela 4 - Alteracdes realizadas em Spectrometer / Read Parameters.
Purge gas flow
Purge gas flow High—Normal

Fonte: Autores, 2023.
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Apos verificar que no teste de geracdo de hidretos ndo foi eficaz para
quantificacao de selénio, optou-se por desenvolver métodos individuais para Selénio
e Arsénio, realizando a decomposic¢ao por irradiagdo de microondas das amostras
com adicdo de 2 mL de Acido Nitrico (>65% m/m grau traco) e 3 mL de agua ultrapura
com posterior pré-reducdo com solugdo Redutora | (lodeto de Potassio 5% e Acido
ascorbico 5% (m/v)) e gerando a formacgéao de hidretos para o analito Arsénio (WELNA,
et al., 2014).

A Solugcdo estoque dos padrbes Arsénio e Selénio 1 foi preparada com
concentragdo de 12 mg.L"! da Solugdo Padrao de Arsénio 1000 mg.L"" e 80 mg.L™"
da Solucao Padrao de Selénio 1000 mg.L"' em agua ultrapura para frasco Falcon.
Para a solucédo estoque dos padrdes Arsénio e Selénio 2 foi transferido 16,6% da
Solugao estoque dos padrdes Arsénio e Selénio 1 para um tubo Falcon de 15 mL e
completado o volume com agua ultrapura. [As] = 2,0 mg.L™"; [Se] = 13,3 mg.L™".

As Solugdes Branco Estoque, Amostra Estoque, Teste Estoque foram
preparadas em frascos de PTFE do sistema de preparo de amostras (Microondas
Milestone) com 2 mL de Acido Nitrico (>65% m/m grau traco) e 3 mL de agua ultrapura.
A Solugdo Amostra Estoque, foi utilizado aproximadamente 500 mg de sacarina
sédica dihidratada; para a Solugdo Teste Estoque aproximadamente 500 mg de
sacarina sédica dihidratada e 125 pL da Solucdo estoque dos padroes Arsénio e
Selénio 1.

A decomposigao das solugdes contidas nos frascos de PTFE se deu no
Microondas marca Milestone, com programacéo de 20 minutos, temperatura de 220
°C e MW em 1800. Apos a etapa de decomposicdo e resfriamento do sistema, as
solucdes obtidas foram transferidas para frascos tipo Falcon de 15 mL, completando
o volume com agua ultrapura.

Para a analise do analito Arsénio foi transferido 16,6% das solugdes para os

tubos, 20% de Acido Cloridrico trago (> 30% m/m) e 13,3% mL de Solugdo Redutora
I, deixando-as em repouso por 60 minutos antes de serem analisadas.
Para analise de Selénio utilizou-se o0 mesmo preparo da decomposicdo das amostras
conforme supra citado. Acrescentando ao preparo o aquecimento das solugdes em
banho térmico (> 80 °C) por 60 minutos. Apds o aquecimento as amostras foram
deixadas a temperatura ambiente até resfriamento, completando-se o volume do
frasco com agua ultrapura antes de serem analisadas.

As Solugdes para calibracdo do espectrometro (curva de calibragdo) para o
analito Arsénio foram preparadas utilizando os volumes da Solugdo estoque dos
padroes Arsénio e Selénio 1 descritos conforme Tabela 5. Utilizou-se frascos tipo
Falcon contendo 20% de Acido Cloridrico traco (> 30% m/m) e 13,3% mL de Solugéo
Redutora I, completando o volume do frasco com agua ultrapura.

As Solugdes para a curva de calibracdo do analito Selénio foram preparadas
a partir da solugao estoque dos padroes Arsénio e Selénio 2. Os volumes utilizados
para o preparo estdo descritos na Tabela 5. Utilizou-se frascos tipo Falcon contendo
20% de Acido Cloridrico trago (> 30% m/m); acrescentando ao preparo aquecimento
em banho térmico (> 80 °C) por 60 minutos. Apdés o aquecimento resfriado em
temperatura ambiente e completando o volume do frasco com agua ultrapura.
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Tabela 5 — Curva de calibragéo.

Solugdes Conc. [Arsénio], ug.L- [Selénio], pg.L” Volume, L
referéncia relativa, % ! !
SPO 0 0,00 0,00 0
SP1 30 4,50 33,3 37,5
SP2 50 7,50 55,6 62,5
SP3 75 11,25 83,3 93,8
SP4 100 15,00 111,1 125,0
SP5 125 18,75 138,9 156,3
SP6 150 22,50 166,7 187,5

Fonte: Autores, 2023.

Apos estabilizacdo do equipamento este foi ajustado nas condigbes
especificadas na Tabela 2, junto com as modificagdes descritas nas Tabelas 3 e 4, foi
conectado o sistema de geragdo de hidretos e a Solugdo Redutora Il (0,2% de
Boroidreto de Sodio e 0,05% de Hidroxido de Sodio em agua ultrapura). Realizado a
calibragdo do equipamento empregando as solu¢des das curvas de calibragcdo de
Arsénio e Selénio descritas na Tabela 5; e analisando as solu¢gdes Branco, Amostra e
Teste. Os controles de 30% e 60% também foram verificados. Utilizada solucédo de
lavagem de HNO3 2% v/v.

3. Resultados e Discussao
Teste de Solubilidade

Inicialmente avaliou-se a solubilidade da amostra em meio aquoso contendo

reagentes (Acido Cloridrico e Solugdo Redutora |) tipicamente empregados na analise
por CVG. Esta avaliacao foi realizada tendo em vista que os analitos Arsénio e Selénio
podem ser quantificados empregando a CVG como modo de introdugéo de amostras
para a técnica de ICP OES, e desta forma evitando problemas de interferéncias
causadas pelo Carbono (BORGES, 2005; POTES, 2018).
ApoOs o preparo das solugdes amostra de 50 mg e 75 mg de sacarina sédica
dihidratada, constatou-se que estas foram completamente solubilizadas, ja a amostra
de 100 mg de sacarina sédica dihidratada, ndo apresentou solubilizagdo completa.
Posteriormente, todas as amostras foram submetidas a agitagdo e aquecimento, 40
°C, em um banho ultrassénico por 3 min. Sob agitagdo, houve a formagéao de mais
material insoluvel para as amostras 50 mg e 75 mg de, demonstrando que o excipiente
nao é completamente soluvel em meio aquoso em presenca de acido e solugao
redutora I.

No Teste 2 de solubilidade da sacarina sodica dihidratada utilizando meio
neutro, apresentaram resultados satisfatorios do ponto de vista da solubilidade da
amostra. As amostras, independentemente da massa empregada, demonstraram boa
solubilidade em presenca de agua ultrapura e Solugdo Redutora |. As amostras foram
completamente solubilizadas sob temperatura ambiente apenas com agitagcao
manual. A utilizacdo de banho ultrassdnico n&o provocou a precipitacdo da amostra
indicando assim que a solucéo possui estabilidade.

As amostras misturadas com 1 mL de acido nitrico foram completamente
solubilizadas neste volume quando submetidas ao aquecimento de 95 °C por 1 h.
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Apos resfriamento as amostras que foram preparadas com 100 mg de sacarina sédica
dihidratada que foram adicionados 3 mL de Acido Cloridrico e 2 mL de solugdo
redutora |, uma das amostras apresentaram material sélido em suspensao, para a
demais ndo haviam apresentado formacao de material solido apos a diluigdo com
agua ultrapura. As amostras foram submetidas a agitagdo em banho ultrassénico,
onde todas as amostras apresentaram formagao de material sélido, desta forma
demonstrando a instabilidade da solugdo amostra em meio acido. Vale ressaltar que
apos a adigao de acido e solugdo redutora | na solugdo amostra, ja resfriada, apés
procedimento de digestdo, a etapa de aquecimento para facilitar a solubilizagdo nao
foi testada devido a ocorréncia da reacédo do acido ascorbico e iodeto de potassio em
meio acido sob aquecimento. Isso acarreta na conversao de Arsénio lll para Arsénio
V, o que acarreta na formacao ineficiente de hidreto de arsina (SANTOS, 2016).

Teste de Formagao de Hidretos

Durante o Teste de formacado de Hidretos, as amostras foram preparadas
apenas em solucdo aquosa e solucao redutora |, sem a presencga de acido cloridrico,
devido a insolubilidade das amostras em meio acido. A Figura 1 demonstra o sinal
analitico para Arsénio em solugdes contendo quantidade adicionada de analito para
obtengéo de concentragdo de 15,0 ug.L™! e solugdes sem adigdo de analito. Assim,
pode-se constatar a formacao de hidreto de Arsénio em meio aquoso sem a adi¢cao
de &cidos. E importante ressaltar que o uso de solugdes aquosas com presenga de
acidos em analises visando a quantificacdo de espécies na forma de hidretos é pratica
comum (BORGES, 2005; POTES, 2018).

Examine Spectra - Analyte
As 193.696

Intensity

196

P

1
193.609 193.780

P
Wavelength (nm)

Figura 1 — Espectros de emissao de Arsénio em 193.696 nm.
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A Figura 2 apresenta o sinal analitico para Selénio em solu¢des contendo
quantidade adicionada de analito para obtengdo de concentragdo de 100,0 ug.L" e
solucdes sem a adigdo. Como observado nédo ha diferenca entre os sinais obtidos
entre as solugdes branco, referéncia, amostra e teste, um indicativo de que ndo ha
formacgéao significativa de Selénio na forma de hidreto nas condigbes descritas pelo
ensaio.

Examine Spectra - Analyte

Se 196.026
1006]

Intensity

167
195.938 ‘ph
Wavelength (nm)

Figura 2 — Espectros de emissao Selénio em 196.026 nm.

1
196.107

A Figura 3 apresenta os espectros de emissao para Arsénio e Selénio, como

pode ser verificado a diferenga significativa entre as solugbes branco e referéncia
100%.

a Examine Specira - Analyte u Examine Spectra - Analyte
s 193.696
e 4013

A e 196,026

Y -

a X e a
xxxxx 195.938 N

ovelength (sem) Waveleagth ()

Figura 3 — Espectro de emissdo para Solugdo Referéncia 100% e Solugdo Branco (a) em
Arsénio 193.696 nm e (b) Selénio em 196.026 nm.
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No teste de irradiagao por microondas foram realizadas as analises de Arsénio
e Selénio separadamente, uma vez que foi necessario o emprego de diferentes etapas
de reducdo dos analitos para a formagcao dos respectivos hidretos volateis. Para
Arsénio foi empregado a reagdo empregando meio acido, iodeto de potassio e acido
ascorbico enquanto que para Selénio a redugdo do Se*® para Se** foi realizado
através de aquecimento em meio acido.

120 ¢
108 104 106

100 r 93
80
60

DAs 193.69
%0 - 0 Se 196.026

Recuperacao, %

20 -

0

1 2 3
Amostras
Figura 4— Teste de recuperacgao.

A Figura 4 representa os resultados obtidos das recuperagdes para os testes.
Para este teste foram obtidos resultados para Precisao e Exatidao dentro dos critérios
de aceitagéo descrito pela USP<730> (USP, 2022), desta forma o teste demonstrou
ser promissor e por isso novos testes serdo realizados para a validagao do método
proposto. O desvio padrao relativo da precisao para Arsénio foi de 2,0%, enquanto
que para Selénio foi de 2,6%.

Durante o estudo foi realizada a linearidade para Arsénio e Selénio; as
concentragdes das solugdes padrao de Arsénio e Selénio foram ajustadas ([As] = 2
mg.L"; [Se] = 20 mg.L™"). Cinco réplicas foram preparadas e os resultados obtidos
foram avaliados pelo software de avaliagdo estatistica ACTION. As Tabelas 6 e 7
apresentam resumos dessas avaliagdes.

Tabela 6 - Resumo das Conclusdes do estudo de Linearidade de Arsénio (Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios).

Teste Conclusao

Teste F da ANOVA Nao rejeitamos a significancia do modelo linear

Teste do Intercepto Intercepto igual a zero

Coeficiente de Correlacédo de Pearson R =0.9991 que é maior que o proposto (0,99)

Teste de Normalidade dos Residuos N&o rejeitamos a hipétese de normalidade dos
residuos

Teste de Homocedasticidade Nao rejeitamos a homocedasticidade da
variancia

Valores extremos na resposta Nao detectamos pontos extremos

Teste de independéncia das observacbes Nao detectado dependéncia das observagdes

Fonte: Autores, 2023.
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Tabela 7 - Resumo das Conclusbes do estudo de Linearidade de Selénio (Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios).

Teste Conclusao

Teste F da ANOVA Nao rejeitamos a significancia do modelo linear

Teste do Intercepto Intercepto igual a zero

Coeficiente de Correlagcado de Pearson R = 0.9997 que é maior que o proposto (0,99)

Teste de Normalidade dos Residuos N&o rejeitamos a hipétese de normalidade dos
residuos

Teste de Homocedasticidade Nao rejeitamos a homocedasticidade da
variancia

Valores extremos na resposta Nao detectamos pontos extremos

Teste de independéncia das observacbes Nao detectado dependéncia das observagdes
Fonte: Autores, 2023.

As avaliagdes estatisticas realizadas no ACTION demonstraram que as faixas
de trabalho utilizadas para Arsénio e Selénio podem ser representadas, de forma
segura, por um modelo linear e o mesmo pode ser utilizado para predicdo de dados
interpolados.

4. Consideragoes Finais

Nos estudos realizados, foi possivel constatar que a sacarina soédica
dihidratada adicionada a solucdo acida € insoluvel, mas em solugdo neutra com
adicdo da solucdo Redutora | apresentou resultados satisfatérios em relagdo a
solubilidade da amostra, independentemente da concentragcdo empregada. Porém,
quando realizado o teste de formacéo de hidretos, n&do houve formacgao significativa
de Selénio na forma de hidreto nas condi¢cdes descritas pelo ensaio.

A decomposicao acida com acido nitrico diluido assistida por irradiacao de
microondas mostrou-se mais eficiente para a decomposicdo das amostras e assim
incorporada a versao final do método, com o intuito de evitar contaminacées e perda
dos analitos. Também foi necessario o emprego de diferentes etapas de redugéo dos
analitos para a formagéao dos respectivos hidretos volateis. Por esse motivo, optou-se
por realizar as analises para As e Se separadamente.

A metodologia analitica desenvolvida na técnica de geracédo de hidretos por
ICP OES apresentou grande eficiéncia na quantificacdo de Selénio e Arsénio,
comprovados por meio dos resultados obtidos no teste de linearidade que apresentou
um coeficiente de correlacdo de 0,99. Desta forma, o método pode ser aplicado na
criacdo do protocolo de validacdo da metodologia analitica para a quantificagao de
Arsénio e Selénio na matéria-prima sacarina sédica dihidratada.

A fim de comprovar a efetividade dos ensaios realizados, € pretendido seguir
com a etapa de validagdo analitica, a qual sera avaliada em estudos futuros por meio
dos paréametros descritos na RDC 166/2017, no qual serdo adotados testes de
seletividade, linearidade, limite de quantificacdo, faixa de trabalho, precisdo
(repetibilidade), precisdo intermediaria, exatiddo e robustez para quantificacdo de
Arsénio e Selénio na matéria-prima a fim de atender aos requisitos estipulados pela
legislacdo vigente e outras diretrizes internacionais.
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