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RESUMO

O cloreto de cetilpiridinio (CPC) é uma substancia que pertence ao grupo dos
compostos catidnicos quaternarios de aménio que possui atividade antimicrobiana
atuando em bactérias gram-positivas, alguns gram-negativos e leveduras. No
entanto, uso prolongado desta substancia pode causar sensacdo de queimadura,
descoloracao dentéria, ulceracao recorrente, aumento da formacao e acumulacéo de
calculo, caso ndo esteja em concentracdes entre 0,045% e 0,1% , faixa qual
considera-se ser seguro e eficaz para uso em enxaguatérios bucal. Diante disto,
esta pesquisa teve como objetivo realizar a validacdo do método analitico de
Volumetria de Precipitacdo para o doseamento do Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) em
exaguantes bucal, visto a escassez de métodos padrao de referéncia nas literaturas
farmacopeica brasileira, para procedimento no controle de qualidade fisico-quimico
em industrias de produtos de higiene bucal. Como metodologia utilizou-se a
pesquisa quantitativa, de campo, do tipo experimental, executada em laboratério
especifico, no municipio de Fortaleza- CE. Os resultados obtidos na pesquisa
demonstraram que o método analitico proposto atende as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados alcancados nas analises de
doseamento do CPC, apresentando precisdo, exatidao, linearidade e robustez. O
método de analise por Volumetria de precipitacdo permitiu também, uma rapida
deteccdo e quantificacdo do principio ativo, demonstrando ser de facil execucéo,
baixo custo, relativamente rapido e pouco poluente.

Palavras-chave: Validacdo. Cloreto de Cetilpiridinio. Volumetria de
Precipitacao.

1 INTRODUCAO

O cloreto de cetilpiridinio (CPC) é uma substancia que pertence ao grupo dos
compostos catidnicos quaternarios de amoénio que tem eficacia demonstrada no

aumento da atividade antimicrobiana quando incorporado em produtos de higiene
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oral, agindo em bactérias gram-positivas, alguns gram-negativos e leveduras
(SANTOS, SIMPLICIO & FEITOSA, 2021).

A acdo antimicrobiana dessa substancia esta relacionada com a ligacdo entre
cargas elétricas positiva da substéncia e a negativa das células bacterianas, que
modifica a barreira osmadtica da membrana celular, aumentando a permeabilidade
celular, agindo com eficacia na reducéo de biofilme bacteriano (DO MONTE, 2019).

Promovendo desta forma, muitos beneficios com a utilizagdo dos anti-sépticos
bucais que contém CPC, tais como a diminui¢do das bactérias causadoras do mau
halito, da gengivite, da carie e das placas bacterianas, ja que estes atuam onde as
escovas ndo alcancam como também, permanecem por um tempo mais longo, por
nao ser enxaguado depois de seu uso (COSTA, RIBEIRO & GUTMANN, 2012).

Atualmente, o mercado brasileiro possui uma ampla quantidade de marcas
comerciais de enxaguantes bucais que contém o CPC em sua formulacéo, quais sédo
amplamente aceitaveis pelos consumidores, em funcdo do baixo custo, facil acesso
e de apresentarem resultados satisfatorios imediatos no controle de biofilme (DO
MONTE, 2019).

Em virtude desta eficécia, a industria de produtos de higiene pessoal aderiu 0
CPC com insumo ativo na formulacdo de enxaguantes bucal qual, de acordo com a
Food and Drug Administration (FDA), é classificado como classe | em eficacia e
seguranca. Ou seja, para concentracdes entre 0,045% e 0,1% o CPC é considerado
seguro e eficaz para uso em enxaguatérios bucal. No entanto, o uso prolongado
desta substancia pode causar sensacdo de queimadura, descoloracdo dentaria,
ulceracao recorrente, aumento da formagcdo e acumulacdo de calculo, manchas
amarronzadas nos dentes, além de alteragc&o no paladar (PIRES, 2020).

Portanto, € necessario que as industrias fabricantes de enxaguantes bucal
gue contenha o CPC como insumo ativo, realize o doseamento antes de o produto
ser distribuido para venda.

Visto esta necessidade, a problematica da pesquisa partiu da seguinte
pergunta: “O método de Volumetria de Precipitacdo € eficaz para uma industria de
produtos de higiene pessoal realizar o doseamento do Cloreto de Cetilpiridinio em
enxaguante bucal?”

Pois, para que a determinacdo da concentracdo de CPC seja realizada de
forma eficaz € necessaria a implantacdo de um meétodo analitico validado qual

atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos



resultados, justificando-se a importancia deste artigo, visto a escassez de métodos
padrdo de referéncia nas literaturas farmacopeica brasileira, para procedimento no
controle de qualidade fisico-quimico em industrias de produtos de higiene bucal.

Portanto, este estudo teve como objetivo principal realizar a validagcao do
meétodo analitico de Volumetria de Precipitacdo para o doseamento do Cloreto de
Cetilpiridinio em exaguante bucal, sendo o0s objetivos especificos avaliar a
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez do método analitico em
questéao.

Como metodologia utilizou-se a pesquisa quantitativa, de campo, do tipo
experimental, executada em laboratério especifico, no municipio de Fortaleza- CE,
qual atendeu as demandas do método avaliado. Empregou-se a validacdo
concorrente, ou seja, uma adesédo de metodologia de um procedimento similar a
outro previamente validado, utilizando como referéncia o levantamento bibliografico
realizado na Farmacopéia Americana XXXVII - USP 37, 2014.

Para realizacdo das analises foi utilizado amostras de exaguante bucal
contendo Cloreto de Cetilpiridinio 0,05% manipulados pelo laboratério credenciado
com diferentes concentracdes, que variam de 80-120 % do teor declarado no rétulo.

A autorizacdo legal ndo se aplicou a este estudo, uma vez que a pesquisa foi
realizada apenas em bancada e o produto ndo foi testado em humanos e/ou em

animais.

2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DO TEOR DE
CLORETO DE CETILPIRIDINIO EM UM ENXAGUANTE BUCAL

Em 2003, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA revogou
a RDC n° 134/2001 com a publicagdo da RDC n° 210/2003, qual instituiu a
classificacdo e os critérios de avaliagdo dos itens descritos no roteiro de inspegao
para fabricantes de medicamentos com base no potencial de risco na qualidade e
seguranga inerentes ao processo produtivo, confirmando a obrigatoriedade da
validacdo de métodos analiticos (STAVALE, LEAL & FREIRE, 2021)

Conforme a RDC 210 de 2003, que se refere as boas préticas de fabricacao,
validacdo é o ato documentado que atesta que qualquer procedimento, processo,
equipamento, material, operacdo ou sistema realmente conduza aos resultados

esperados, sendo complementada ainda pela RDC 899 de 2003, qual enfatiza que



validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados, qual deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, preciséo,
sensibilidade, limite de quantificacdo, exatiddo e robustez adequada a analise
(BRASIL, 2003).

Os procedimentos do controle de qualidade fisico-quimico e microbiolégico de
cosméticos, que tem como finalidade comprovar a conformidade ou ndo do produto,
segundo as especificacdes exigidas, devem ser realizadas por métodos analiticos
validados. Pois, a validacdo assegura a confiabilidade nos resultados obtidos
guando amostras sédo analisadas (BOU-CHACRA & OHARA, 2003).

Neste estudo, o0 método analitico utilizado para analises de doseamento das
amostras contendo CPC, foi adaptado da Monografia Oficial descrita na
Farmacopéia Americana 37, volume 02 qual apresenta o método de andlise de
doseamento por Volumetria de Precipitacdo (USP 37, 2014).

Assim sendo, este estudo trata-se de uma abordagem experimental,
consistindo em uma validagdo concorrente e prospectiva, realizada durante o
estagio de desenvolvimento de um produto, estabelecendo evidéncia documental de
gue o método proposto baseia-se em informacdes geradas durante a implantacdo do
processo de controle de qualidade fisico-quimico do produto acabado.

Conforme a RDC 166 de 2017:

Validagéo analitica € a avaliacdo sistematica de um método por meio de
ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas
de que os requisitos especificos para seu uso pretendido sdo atendidos
(BRASIL, 2017 péag 03).

A legislacdo define ainda que no caso de metodologia analitica ndo descrita
em farmacopéias ou protocolos oficiais, devidamente reconhecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, o método sera considerado validado,
desde que sejam avaliados os parametros de especificidade e seletividade,
linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo, exatidao e
robustez (BRASIL 2017).

O meétodo de analise avaliado nesta pesquisa, a Volumetria, refere-se a
analise quimica quantitativa efetuada pela determinacédo do volume de uma solucéao,
cuja concentragdo € exatamente conhecida (solu¢cdo padrdo), que reage

quantitativamente com um volume conhecido da solugdo que contém a substancia a



ser determinada. Assim sendo, a volumetria de Precipitacdo fundamenta-se em
reacdes quimicas em que, no ponto de equivaléncia, se formam quantitativamente

produtos pouco sollveis —precipitados (BUCKERIDGE, 2016).
2.1 PARTE EXPERIMENTAL

O método analitico de Doseamento aplicado para as analises das amostras
do enxaguante bucal contendo CPC foi adaptado da Farmacopéia Americana
XXXVII, volume 2, ano 2014, pagina 2272, qual aponta o método de Volumetria de
Precipitacdo como a técnica padrdo para o doseamento do insumo farmacéutico
ativo Cloreto de Cetilpiridinio.

Como titulante, foi empregado o tetrafenilborato sédico, solugdo amplamente
utiizado em reacbes de precipitacdo para analise de alcaldides, aminas
protonizadas e sais de amoénio quaternario, como também em ions de amonio,
potéssio e prata (ROSA, 2017).

Neste experimento, o CPC - um sal de aménio quaternéario — figura 01, reage
com o indicador, o azul de Bromofenol (corante aniénico), formando complexo azul,
soltvel em cloroformio e este complexo colorido reagira com Tetrafenilborato sédico
para formar composto insoluvel. O desaparecimento da cor azul indica o fim da

reacao.
Figura 01. Composicdo quimica do Cloreto de Cetilpiridinio
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Fonte: MAROTTA-OLIVEIRA & MARCHETTI, 2011.

Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados descritos em
gréficos e tabelas foi a média das leituras obtidas. Para adaptagcédo do procedimento

analitico, calculou-se primeiramente o valor da concentragdo de 0,045% e 0,1%,



visto que este sdo os valores considerados seguro e eficaz para uso em
enxaguatorios bucal.

Inicialmente, foram preparadas amostras de enxaguante bucal com diferentes
concentracbes de CPC baseadas no valor declarado (0,05g/100mL), das quais
deveriam ser preparadas com 10% e 20% acima do teor declarado e a 10% e 20%

abaixo do valor declarado, conforme tabela 01.

Tabela 01- Amostras com variacdes de concentracdo de CPC

AMOSTRAS CONCENTRACAO PERCENTUAL
Amostra 01 0,040g/100mL 20% abaixo do VD
Amostra 02 0,045g/100mL 10% abaixo do VD
Amostra 03 0,050g/100mL Valor declarado (VD)
Amostra 04 0,055g/mL 10 % acima do VD
Amostra 05 0,060g/mL 20% acima do VD

Fonte: autor da pesquisa

Procedimento padrao

As amostras foram preparadas rigorosamente no mesmo no laboratorio de
analise, onde ocorreram as demais etapas do processo de validacao.

Para procedimento padrdo de realizacdo da analise, pipetou-se,
volumetricamente, 50ml da amostra e transferiu-se para o erlenmeyer. Adicionou-se
10ml de Cloroférmio e agitou-se, rodando o erlenmeyer. Acrescentou-se 0,4 ml de
solugéo de Azul de bromofenol (0,1:200) e 5ml de uma solugéo de bicarbonato de
sédio (0,42:100) recém preparado. Titulou-se a preparagdo com Tetrafenilborato de
sédio 0,02 Mol/L, até que a coloracdo azul desapareca da camada cloroférmica.
Adicionou-se as ultimas porc¢des do Tetrafenilborato de sédio gota a gota, agitando a
preparacao vigorosamente apés cada adicao.

Conforme a USP 37, cada mL de Tetrafenilborato de sodio 0,02 MoliL,
equivale a 6,800mg de CPC, assim sendo calculou-se o teor de CPC na amostra

como segue:



Cloreto de Cetilpiridinio (g/100ml) = Vg x Fc x 0,00680 x 100
50

Valor rotulado (%) = g/100ml x 100
0,05

Onde: Vg é o volume de Tetrafanilborato de sodio (0,02 Mol/L) gasto na
titulacdo da amostra e Fc é o fator de correcdo do Tetrafanilborato de sédio (0,02
Mol/L).

A validacao do método foi realizada em termos de especificidade/seletividade,

linearidade, preciséo, exatidao e robustez, conforme legislagcéo vigente.

2.1.1 Especificidade/Seletividade

Neste estudo, para que fosse garantido que os resultados encontrados de
concentracdo ndo fossem afetados por possiveis interferentes, como por exemplo,
impurezas, produtos de degradacdo ou componentes da matriz, foi realizado testes
em branco, que correspondem a analise da formulacédo sem o ativo CPC.

Preparou-se trés amostras de teste em branco e mediu-se 3 vezes cada. O
método apresenta especificidade quando o resultado das andlises do teste em

branco é zero, isto €, o produto titulado € exclusivamente o principio ativo.

2.1.2 Linearidade

Preparou-se 5 niveis de solucdo de analise em concentracBes distintas,
conforme preparo das solu¢des de andlises descrito na tabela 01, medindo trés
vezes cada amostra.

Foi elaborada uma curva de calibragcdo onde os eixos foram: concentracao
esperada X concentracdo encontrada, utilizando o Excel como ferramenta para
criagdo do grafico.

Conforme a RDC 166 de 2017, o método apresenta linearidade quando o

coeficiente de correlagdo estiver acima de 0,99 (BRASIL, 2017).

2.1.3 Precisao



Foi realizado uma série de 6 determinacgfes da solucdo de analise a 100% no
mesmo laboratorio, em dias distintos, por analistas diferentes. Conforme a resolucao
utilizada para embasamento da pesquisa, a precisdo de um método é avaliada
através do desvio padréo e/ou coeficiente de variacdo das medidas obtidas, onde o

coeficiente de variacdo ndo deve ultrapassar 2%. Calculado através da formula:

DP

DPR = x 100
D

~

Onde, DP é o desvio padrdo e CMD é a concentracdo média determinada.

Ainda, conforme a RDC 899/2003

O valor méximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a
finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 5% (BRASIL,
2003, 2.5.3 pag. 4).

No entanto, nesta pesquisa, considerou-se uma margem menor, ou seja, hao

admitindo valores superiores a 2%.

2.1.4 Exatidao

A exatiddo foi verificada adicionando-se quantidades conhecidas do principio
ativo a formulacdo placebo em 3 concentracdes diferentes: 80, 90, 100, 110 e 120

%, cobrindo a faixa especificada no enxaguante bucal, calculado através da formula:

concentragao média experimental
Exatid80 = --rmeeeeme e e e e e X 100
concentragao tedrica

2.1.5 Robustez

Segundo a RDC 899 de 2003, a robustez de um método € a medida de sua
capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacbes dos parametros
analiticos, ou seja, indica sua confianca durante o uso normal.

Para esta analise, foi realizado o método analitico em estudo, durante dias
diferentes, por analistas diferentes com variacdo de quantidade de indicador (Azul
de bromofenol), de Bicarbonato de sodio e Cloroformio na titulagéo.



2.3 RESULTADOS E DISCURSSAO

Na observacdo da especificidade do método, verificou-se que ndo ha
interferéncia dos excipientes da formulacdo do enxaguante bucal com o principio
ativo do mesmo (CPC), independente da sua concentracdo, de acordo com o0s

resultados apresentados na Tabela 2.

Tabela 02. Resultados da Especificidade do método de Precipitacdo na analise de
Determinagéo do teor de CPC em enxaguante bucal

Concentragao Placebo (%) Amostra (%em relagdo V.R)
(9/100 ml)

0,040 0 80,20
0,040 0 80,20 80%
0,040 0 80,20
0,050 0 100,60
0,050 0 100,60 100%
0,050 0 100,60
0,060 0 119,60
0,060 0 119,60 120%
0,060 0 119,60

Fonte: dados da pesquisa

Para Brito e colaboradores (2003), o termo especificidade, muitas € vezes
empregado como sinénimo de seletividade, pois define a capacidade do método em
detectar o analito de interesse na presenca de outros componentes da matriz, ja a
seletividade refere-se a capacidade de detec¢éo de substancias.

Neste estudo, constatou-se que em todas as titulagbes realizadas nas
amostras em branco (placebo) o resultado foi zero e nas amostras com
concentragdes distintas, com variagdo entre 80-120%, os resultados foram dentro do
limite de aceitagdo, mostrando que o método € seletivo e especifico.

Nos resultados da andlise da linearidade, exposto no Grafico 01, obteve-se

um coeficiente de correlacéo (r) de 0,9995, apresentando, portanto, uma correlacao



quase perfeita, ou seja, os valores crescem no mesmo sentido e estdo muito
proximos de 1. A variacdo Y em funcdo X pode ser aplicada pelo método linear,
onde Y: 0,9899 e X: 1,1289.

Gréfico 01. Resultado da andlise de Linearidade do método de Precipitacdo na
analise de Determinacéo do teor de CPC em enxaguante bucal
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Fonte: dados da pesquisa
A precisdo do método titulométrico foi avaliada através do desvio-padrao (DP)
e do coeficiente de variagdo (CV) conforme a Tabela 3.

Tabela 03. Resultados da analise de Precisdo do método de Precipitacdo na analise
de Determinacao do teor de CPC em enxaguante bucal

Amostra Analista A Analista B Analista A Analista B
Dia 01 Dia 01 Dia 02 Dia 02

Al 100,6 100,6 100,6 100,6
A2 100,6 100,6 100,6 100,6
A3 100,6 100,6 100,6 100,6
Média 100,6 100,6 100,6 100,6
Minimo 100,6 100,6 100,6 100,6
Méximo 100,6 100,6 100,6 100,6
DP 0,00 0,00 0,00 0,00

CcVv 0,00 0,00 0,00 0,00

Fonte: dados da pesquisa



Os resultados expostos na tabela acima, mostram que o desvio-padrdo (DP) e
o coeficiente de variacéo (VC), foram iguais a zero, ou seja, ndo ultrapassaram 0s
valores exigidos na legisla¢éo, sendo, portanto, um método preciso.

Os resultados da analise de exatiddo do método de volumetria de
Precipitacdo das amostras de enxaguantes bucal contendo CPC foram descritos na

tabela 04, determinados através da férmula descrita na metodologia.

Tabela 04. Resultados da andlise de Exatiddo do método de Precipitacdo na analise

de Determinacao do teor de CPC em enxaguante bucal

A CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS
M | 0,040 g (80% VR) 0,045g (90% VR) 0,050g (100% VR) | 0,055g (110% VR) | 0,060g (120% VR)
(@)
S Valores | Concentraca | Valores | Concentraca | Valores | Concentracd | Valores | Concentraga | Valores
Concentraca da (o] da 0 da o da (o] da

T 0 Obtida

(g9/200ml) | Exatida Obtida Exatida Obtida Exatida Obtida Exatida Obtida Exatida
R 0 (%) (9/100ml) 0 (%) (9/100ml) 0 (%) (g/100ml) 0 (%) (9/100ml) 0 (%)
A
A ]0,0401 100,25 | 0,0449 99,77 |0,0503 100,60 | 0,0551 100,18 | 0,0598 99,66
1
A |0,0401 100,25 | 0,0449 99,77 |0,0503 100,60 | 0,0551 100,18 | 0,0598 99,66
2
A ]0,0401 100,25 | 0,0449 99,77 |0,0503 100,60 | 0,0551 100,18 | 0,0598 99,66
3

Fonte: dados da pesquisa

Percebeu-se que os valores do resultado da exatiddo do método ficaram entre

99,66-100,25%, ou seja, 0 método se mostrou ser preciso e exato.

Quando o método Titulométrico foi submetido a aplicagdo do atributo
robustez, mudanca da quantidade de Azul de bromofenol, quantidade de
Bicarbonato de sodio e quantidade de Cloroférmio usada na titulacdo, verificou-se
gque nao ocorreu variacdo significativa na quantificacdo do principio ativo na
suspensao quando da insercdo de pequenas e deliberadas mudancas, conforme

descrito abaixo na tabela



Tabela 05. Resultado da Robustez do método de Precipitacdo na analise de

Determinacéo do teor de CPC em enxaguante bucal

Bicarbonato de sodio 3ml 5ml 7ml
Teor 1 100,60% 100,60% 100,60%
Teor 2 100,60% 100,60% 100,60%
Média 100,60% 100,60% 100,60%

Azul de bromofenol 0,2ml 0,4ml 0,6ml
Teor 1 100,60% 100,60% 100,60%
Teor 2 100,60% 100,60% 100,60%
Média 100,60% 100,60% 100,60%

Cloroférmio 8ml 10ml 12ml
Teor 1 100,60% 100,60% 100,60%
Teor 2 100,60% 100,60% 100,60%
Média 100,60% 100,60% 100,60%

Fonte: dados da pesquisa

3 CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos, comprovou-se que o método analitico proposto
atende as exigéncias das aplicacdes analiticas e os critérios de aceitacdo conforme
a ANVISA, apresentando preciséo, exatiddo e linearidade, corroborando a eficacia e
reprodutibilidade do método de Volumetria de Precipitacdo, para determinacdo do
teor de Cloreto de Cetilpiridinio 0,05g/100ml, na faixa de aceitacdo de 80 a 120%.

O método de analise por Volumetria de precipitacdo permitiu também, a
confiabilidade dos resultados obtidos, uma répida deteccdo e quantificacdo do
principio ativo, demonstrando ser de facil execugdo, baixo custo, relativamente
rapido e pouco poluente.

Assim sendo, 0 objetivo do estudo foi alcancado e atendeu a necessidade de
validacdo de um meétodo analitico para que industrias fabricantes de enxaguantes
bucais que contenha o CPC como insumo ativo, possam se reportar para

embasamento de pesquisa.
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