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RESUMO

Fitoterapicos sao medicamentos fabricados de insumos vegetais e utilizados, no
Brasil, como pratica integrativa e complementar em saude. Para garantir a qualidade
de derivados vegetais, como extratos secos, € imprescindivel realizar testes de
pureza, pois ha grande risco de contaminagao residual de agrotoxicos e/ou metais
pesados quando as plantas s&o cultivadas em solos na presenga destas impurezas.
Neste contexto, objetivou-se o desenvolvimento e otimizagdo de um método para
quantificacdo de possiveis impurezas elementares em extratos secos de quatro
espécies vegetais [Maracuja (Passiflora incarnata), Guarana (Paullinia cupana),
Barbatimao (Stryphnodendron adstringens) e Kava-Kava (Piper methysticum)]
popularmente conhecidas e consolidadas na fitoterapia brasileira. Na avaliagdo por
ICP-OES adotaram-se os métodos gerais da Farmacopeia Americana (USP) <232> e
<233>. Os elementos avaliados foram Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Se, Ag, Tl, Pt, Au,
Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Li, Sb, Ba, Mo, Cu, Sn e Cr. Um planejamento fatorial completo foi
empregado para otimizar parametros envolvidos na digestdo por micro-ondas das
amostras, como a concentracdo de acido nitrico, temperatura do forno e tempo de
digestao. A resposta obtida por meio de graficos de superficie tridimensionais mostrou
uma digestao eficiente empregando uma solugao de acido nitrico 2 M, por 10 minutos
a 180 °C. Nas analises por ICP-OES, diversos parametros instrumentais (poténcia da
radiofrequéncia, vazdo do gas de nebulizagcdo e outros relacionados a robustez do
plasma) foram ajustados com base na razdo Mgll/Mgl e otimizado por meio de
ferramentas quimiométricas. O método otimizado foi validado e aplicado para avaliar
as impurezas elementares nos extratos secos. A recuperagcdo media apresentou
resultado satisfatorio dentro dos limites de 70 a 150% para todos os elementos, exceto
para o 6smio. Nao foram encontradas concentragcdes de impurezas acima dos valores
de J permitidos, entretanto, foi detectada a presenca de mercurio nos extratos de
Maracuja e de Barbatimdo, e arsénio em Kava-kava. Esse trabalho reflete a
importancia do controle de impurezas elementares para fitoterapicos e aponta para os
desafios no desenvolvimento de técnicas modernas voltadas para analise elementar,

desconhecidas por muitos farmacéuticos.

Palavras-chave: ICP-OES; digestdo assistida por micro-ondas; impurezas

elementares; validagéo analitica, extratos vegetais.



ABSTRACT

Herbal medicines are drugs made from plant raw materials and used in Brazil as an
integrative and complementary health practice. To ensure the quality of plant
derivatives, such as dried extracts, it is essential to perform purity tests, because there
is a great risk of contamination by pesticide and heavy metal residues when plants are
grown in soils in the presence of these impurities. Thus, the objective was to develop
and optimize a method for quantification of possible elemental impurities in dried
extracts of four plant species [Passion fruit (Passiflora incarnata), Guarana (Paullinia
cupana), Barbatimao (Stryphnodendron adstringens) and Kava-Kava (Piper
methysticum)] popularly known and consolidated in the Brazilian phytotherapy. The
evaluation by ICP-OES, followed the general methods of the United States
Pharmacopoea (USP) <232> and <233>. The elements evaluated were Cd, Pb, As,
Hg, Co, V, Ni, Se, Ag, Tl, Pt, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Li, Sb, Ba, Mo, Cu, Sn, and Cr. A
full factorial design was employed to optimize parameters involved in the microwave
digestion of the samples, such as nitric acid concentration, oven temperature, and
digestion time. The response obtained by means of three-dimensional surface plots
showed an efficient digestion employing a 2 M nitric acid solution for 10 minutes at
180 °C. In the ICP-OES analyses, several instrumental parameters (radiofrequency
power, nebulizer gas flow rate, and others related to plasma robustness) were adjusted
based on the Mgll/Mgl ratio and optimized using chemometric tools. The optimized
method was validated and applied to evaluate elemental impurities in the dried
extracts. The average recovery showed satisfactory results within the range 70-150%
for all elements, except osmium. No impurity concentrations above the permitted J
values were found, however, the presence of mercury was detected in Passion Fruit
and Barbatiméo extracts, and arsenic in Kava-kava. This work reflects the importance
of controlling elemental impurities for herbal medicines and points to the challenges in

developing modern techniques for elemental analysis, unknown to many pharmacists.

Keywords: ICP-OES; microwave assisted digestion; elemental impurities; analytical

validation, plant extracts.
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1 INTRODUGAO

As plantas tém sido utilizadas para fins terapéuticos e medicinais ha milhdes
de anos. Estima-se que existam mais de 250 mil espécies de plantas no mundo e que
pelo menos 10% ja tiveram algum uso curativo ou profilatico de doengas em alguma
época da Histéria. S6 o Brasil detém de 15 a 20% de todas as espécies existentes no
mundo. Essa biodiversidade associada a facilidade de acesso e ao baixo custo
contribui para o crescimento da fitoterapia no pais e em outras partes do mundo
(WORLD, 2002).

Além do uso natural e direto, na forma de chas e infusdes, as plantas medicinais
sao importantes matérias-primas para a produgao de fitoterapicos, representando uma
parcela significativa no mercado farmacéutico. Nesse cenario, a Alemanha é o pais
que possui a maior producéao de fitoterapicos movimentando cerca de trés bilhdes de
reais, seguido da Franca e Italia (CASTRO; ALBIERO, 2016).

O crescente aumento no uso de fitoterapicos, aliado a uma expansao global no
mercado, despertou nas agéncias regulatérias em todo o mundo a necessidade de
averiguar minuciosamente a presenga de contaminantes diversos nesses
medicamentos tradicionais, garantindo a seguranca e eficiéncia dessa terapia.

Apesar do estimativo valor terapéutico, esses produtos a base vegetal também
podem provocar efeitos adversos para a saude, assim como outros tipos de
medicamentos. A Piper methysticum, popularmente conhecida como kava, possui
propriedades sedativas e tem sido utilizada no tratamento de ansiedade e depressao
ha varios anos. Recentemente, a sua venda passou a ser controlada depois que
problemas hepaticos foram associados ao seu uso (SINGH, 1992).

Efeitos adversos podem ser provocados, em grande parte, por uma infinidade
de substancias ativas presentes na planta, advir de contaminantes quimicos, como
metais pesados e outros elementos téxicos encontrados naturalmente, ou serem
adicionados propositalmente, como relatado historicamente na medicina tradicional
chinesa de preparacdes farmacéuticas contendo sais de mercurio para tratamentos
diversos (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Relatos como esse pressionaram as agéncias regulatérias em todo mundo a
atualizar o controle de impurezas elementares em produtos farmacéuticos. Por
definicdo, essas impurezas sao produtos indesejaveis oriundos de catalisadores

utilizados no processo de sintese dos farmacos ou de contaminacao ambiental que
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podem estar presentes em insumos farmacéuticos e medicamentos. Elas podem
ocorrer naturalmente devido a origem do insumo farmacéutico ativo (IFA) ou do
excipiente (EXP), ou ainda, adicionadas propositalmente (catalisador) para acelerar
um processo sintético de uma substancia (UNITED, 2019).

Em 2013, foram publicados na edi¢ao 37 da Farmacopeia Americana (United
States Pharmacopea — USP) dois novos capitulos gerais (USP<232>, USP<233>)
contendo diretrizes para o controle de impurezas elementares em medicamentos. Esta
atualizacdo se deu em fungao da ineficacia de métodos classicos, como por exemplo,
0s ensaios-limite, na determinagao de impurezas inorganicas em |IFA e especialidades
farmacéuticas (ESP). As limitagbes se devem, principalmente, a falta de sensibilidade
e especificidade que dificultam a quantificacédo individual dos elementos presentes na
amostra (UNITED, 2014; POHL et al., 2018).

No capitulo geral USP<232> (Elemental Impurities — Limits) estao listadas 24
impurezas em termos de exposicdo diaria permitida (do inglés, Permitted Daily
Exposure — PDE), bem como o agrupamento em classes de risco (Classes 1, 2A, 2B,
3) em fungéo das vias de administragao oral, parenteral e inalatéria, consideradas no
caso de consumo de produtos farmacéuticos. No capitulo geral <233> (Elemental
Impurities - Procedures), recomenda-se o uso de técnicas espectrométricas mais
sensiveis com capacidade analitica multielementar, como a espectrometria de
emissao oOptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (UNITED, 2014).

Com a nova regulacdo, desde 2018 os fabricantes estdo obrigados a
demonstrar a conformidade dos seus produtos em relagao a esses limites, avaliando
o risco de probabilidade de contaminagdo como diferentes impurezas elementares por
meio do ICP-OES ou ICP-MS, juntamente com os procedimentos adequados para o
preparo da amostra (POHL et al.,, 2018). Entretanto, mesmo com mudangas
introduzidas na USP 37, a 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira, publicada em 15 de
agosto de 2019 ainda ndo se atualizou em relagdo a analise de impurezas
elementares (FARMACOPEIA, 2019).

Com isso, reitera-se a importancia dos investimentos de 6érgaos regulatérios
para aprimorar ferramentas de controle de qualidade de IFA e ESP, incluindo os
derivados vegetais. Tendo em vista esta demanda, com este trabalho objetiva-se
desenvolver e aplicar um método por ICP-OES para analise de impurezas

elementares em alguns extratos vegetais padronizados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FITOTERAPICOS
2.1.1 Definicdo

Os fitoterapicos abrangem uma variedade de produtos de origem vegetal que,
dependendo do pais, podem ser classificados em alimentos, suplementos dietéticos,
cosméticos ou medicamentos. A Organizacdo Mundial de Saude (do inglés, World
Health Organization - WHO) define fitoterapico como um material ou preparagao
derivada de plantas com beneficios terapéuticos ou outros para a saude humana.
Podem conter ingredientes in natura ou processados de uma ou mais plantas
(WORLD, 2003).

A agéncia regulatoria norte americana (Food and Drug Administration - FDA)
classifica os fitoterapicos como suplementos dietéticos que inclui ndo sé produtos
derivados de plantas, mas também vitaminas, minerais, aminoacidos, dentre outros.
Podem ser comercializados em diferentes formas farmacéuticas como comprimidos,
capsulas e pos (FDA, 2014).

No Brasil, segundo a RDC n°® 26, de 13 de maio de 2014 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fitoterapicos constituem uma classe de
medicamentos que sao obtidos exclusivamente de matérias primas ativas vegetais e
possuem eficacia e seguranga garantida por meio de levantamentos
etnofarmacolégicos, bem como comprovagéo por meio de ensaios clinicos (BRASIL
2014; BEZERRA CARVALHO et al., 2014).

A falta de consenso mundial na definicdo sobre esses produtos acaba
enfraquecendo as leis de vigilancia sanitaria que ficam sob a competéncia local de
cada pais. Além disso, o0 comércio torna-se livre, sem muita fiscalizacéo e os produtos
podem ser comprados tanto em farmacias, quanto em mercados comuns e até mesmo

pela internet.
2.1.2 Tipos de contaminantes

O controle de qualidade de medicamentos tem por objetivo assegurar ndo so6 a
eficacia, mas também a seguranga dos produtos por meio da verificagdo de agentes

téxicos, produtos de degradacao ou contaminantes. Neste aspecto, o monitoramento
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de contaminantes em fitoterapicos € uma pratica indispensavel na garantia da
qualidade desses produtos (STEINHOFF, 2019).

A contaminagao em fitoterapicos se da através da introdugdo indesejada de
impurezas de natureza quimica ou biolégica em uma matéria prima vegetal ou produto
acabado durante a produgdo, amostragem, embalagem, armazenamento ou
transporte (WORLD, 2002). Eles podem ser sumariamente categorizados em
residuais, quimicos e bioldgicos, como visto na Figura 1. Muitas dessas substancias,
além de alterar as propriedades do medicamento, podem causar danos a saude dos

consumidores.

Figura 1 - Classificagcao de contaminantes em fitoterapicos

Residuais
— (Ex. Agrotdxicos, solventes
organicos)
] [ | s e . Bactérias, fungos,
*2 Biolégicos parasitas, insetos, etc
£
E |1 o
s Poluentes orgéanicos
5 (Ex. DDT)
(8]
| _|Radioquimicos (Ex. Cs-
134, Cs-137
— Quimicos —
| | Toxinas bioldgicas (Ex.
Micotoxinas)
| _|Impurezas elementares
(Ex. As, Pb, Hg, Cd)

Fonte: Adaptado de WORLD, 2007

Muitos contaminantes ocorrem naturalmente no solo e na atmosfera, a exemplo
dos radionuclideos e alguns metais téxicos. Outros, surgem da poluicdo ambiental
decorrente da emissao de fabricas e outras fontes poluentes (KOSALEC; CVEK;
TOMIC, 2009; TRIPATHY et al., 2015).

Um tipo de contaminagao quimica que merece atengao € por metais pesados.
Eles sdo um grupo de metais e semimetais da Tabela peridédica que possuem
caracteristicas em comum quanto a elevada densidade e potencial toxico. Porém,
apesar de ser popularmente utilizada, essa nomenclatura € inconsistente e obsoleta

e se restringe a um pequeno numero de elementos. Por isso, a comunidade cientifica
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tem discutido e atualizado esse tipo de contaminante como “Impurezas elementares”
(APPENROTH, 2010; DUFFUS, 2007).

2.1.3 Impurezas elementares em fitoterapicos

A contaminagdo quimica de produtos medicinais de origem vegetal por
elementos toxicos como arsénio e outros metais pode ter causas variadas, que
incluem a poluicado ambiental de origem antropogénica, a composi¢ao do solo e o0 uso
de fertilizantes (WORLD, 2007)

A poluigdo ambiental decorre, principalmente, da emissdo de contaminantes
quimicos por fabricas, veiculos automotivos, geradores de energia elétrica, residuos
municipais, queima de lixo e pelo uso de pesticidas (ANNAN et al., 2010).

O conteudo elementar da planta que é absorvido pela sua raiz é influenciado
nao soO pelas caracteristicas geoquimicas do solo, mas também pela capacidade de
certas espécies vegetais em acumular seletivamente certos elementos, incluindo
aqueles que sdo toxicos (ZEINER; JURANOVIC CINDRIC, 2017). Um estudo
conduzido por Barthwal e colaboradores (2008) investigou o acumulo de chumbo,
cadmio, cromo e niquel em cinco espécies vegetais cultivadas em area de trafego
pesado, area industrial e area residencial. O nivel de metais pesados variou entre as
espécies, embora fossem cultivadas em um mesmo local. Além disso, uma mesma
planta apresentou diferentes concentragdes de um local para outro, sendo menor em
areas residenciais do que em areas de trafego intenso.

A fitoterapia € uma pratica medicinal alternativa que inclui o uso de plantas,
colhidas diretamente da natureza (in natura), e/ou de preparagbes farmacéuticas
contendo essas espécies vegetais. Nesse contexto, a contaminagéao por elementos
téxicos pode ser proveniente do ambiente de cultivo, das condicbes de secagem e
processamento, das formas de armazenamento e transporte ou ainda de varias
etapas de fabricagdo desse tipo de medicamento (CHAN, 2003).

O preparo do fitoterapico relacionado as suas diferentes formas de uso, como
chas, sob decocgao ou infusdo, também influencia na transferéncia de quantidades
de tracos de determinados elementos na bebida final. Um trabalho que quantificou
diversos elementos em duas formas de preparacao, trituragcdo e decocgéo, de uma
espécie de Liquen mostrou que as concentragdes elementares em decocgdes foram
significativamente menores do que sob a forma triturada (GIORDANI et al., 2017). Em

outro estudo, com infusdes de espécies de Ginkgo biloba, Cymbopogon citratus, Aloe
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vera, entre outras, também verificou que esse tipo de preparagao pode ser uma fonte
significativa de impurezas elementares na dieta humana (MALIK et al., 2013).

Os produtos medicinais de origem vegetal exportados por paises asiaticos,
especialmente a China e a India, t8m recebido bastante atencdo das agéncias de
vigilancia sanitaria. Isso porque, culturalmente, esses paises utilizavam metais
pesados em suas preparagdes farmacéuticas alegando propriedades medicinais de
certos elementos como o mercurio (ERNST, 2002; JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
Também possuem uma legislagdo branda em relagdo aos limites permitidos de
elementos toxicos como pode ser consultado na Tabela 1, constituindo um grande
risco dos produtos vegetais oriundos dessas regides. A Farmacopeia Chinesa, por
exemplo, tem um limite de aceitagdo para chumbo em matéria prima vegetal dez vezes
maior do que o valor estabelecido pela USP, que considera os fitoterapicos como
suplementos dietéticos. Mais alarmante ainda é o caso da legislagdo de Singapura,

que tem o limite aceitavel desse metal em 20 ppm (TRIPATHY et al., 2015).

Tabela 1 - Limites de arsénio e metais toxicos preconizados para produtos
medicinais de origem vegetal em diferentes paises

Agéncias Tipo de Limites de elementos téxicos (ppm)
regulatérias material Cd Pb As Hg Total
WHO MP 0,3 10 10 1 -
USP<2322> SD 0,5 1 1,5 1,5 -
Farmacopeia Europeia (EP) EV 1 5 - 0,1 -
Farmacopeia Chinesa (CP) MP 1 10 2 0,2 20
Singapura (HAS) ESP 0,05 20 5 0,5 -
india (AYUSH) MP/ESP 0,3 1 10 1 -
Tailandia MP/ESP 0,3 10 4 - -
FB6 ESP - - - - 10

MP — Matéria prima vegetal; SD — Suplemento dietético; EV — Extrato vegetal; ESP — Especialidade
farmacéutica; HAS — Healthy Sciences Authority; AYUSH — Ayurveda, Yoga, Unani, Siddha and
Homeopathy

FONTE: Adaptado de (KOSALEC; CVEK; TOMIC, 2009; LI, SHU MEI et al., 2012; TRIPATHY et
al., 2015)

Com o aumento da comercializagao via internet, a aquisicado desses produtos
tem se tornado cada vez mais intensa (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Um estudo
realizado por pesquisadores chineses, no qual analisaram-se os teores de metais

toxicos em quatro fitoterapicos mais utilizados na populacdo chinesa, as
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concentragcdes de cadmio estavam acima dos valores permitidos em sua legislagao
(TING; CHOW; TAN, 2013).

O Brasil, por sua vez, também possui um controle de impurezas elementares
em fitoterapicos bastante incipiente. A FB6 preconiza apenas o ensaio limite de metais
pesados para estes medicamentos. Porém, esse teste é inespecifico e pouco sensivel
na determinacéo elementar permitindo uma concentragao de elementos totais de até
10 ppm. Estudos de composicédo elementar de ervas comercializadas em diferentes
regides do Brasil também foram realizados. Doze oligoelementos, essenciais para a
vida, foram quantificados nas ervas e em suas infusdes. Milani e colaboradores (2019)
mostraram niveis aceitaveis dentro dos limites das normas reguladoras. No entanto,
notou-se a presenca de cadmio e chumbo em grande parte das amostras analisadas.

De acordo com o guia de impurezas em plantas medicinais da OMS, espera-se
que nao haja aumento de exposigcdao da populacdo a metais pesados devido a
utilizacao de fitoterapicos. Contudo, o teor destes elementos em plantas deve ser cada
vez mais minimizado (WORLD, 2007).

2.1.4 Fitoterapicos estudados

Fitoterapicos em estudo de prospeccao fitoquimica e controle de qualidade ja
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa no laboratoério foram selecionados na forma de
extratos secos para avaliagdo das impurezas elementares. Esses insumos sao obtidos
de diferentes partes de plantas medicinais consolidadas na fitoterapia brasileira:
Passiflora incarnata (flores e folhas), Paullinia cupana Kunth (semente), Piper
Methysticum (rizoma) e Stryphnodendon adstringens (caule). A presenga de grupos
fitoquimicos, como flavondides e taninos, que sao capazes de quelar metais como
ferro e aluminio, sugere o acumulo destas e outras impurezas metalicas ao longo do

processo produtivo.

2.1.4.1 Passiflora incarnata (Maracuja)

A espécie Passiflora incarnata (Figura 2), popularmente conhecida como
Maracuja, pertence a familia Passifloraceae e é originaria da América do Norte. O
género compreende mais de 500 espécies de plantas pertencentes a esta familia.

Além do uso medicinal difundido em todo o mundo, outras espécies, como a Passiflora
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edulis sims sao bastante cultivadas por seus frutos comestiveis e suas flores
ornamentais (DHAWAN, 2004; MIRODDI et al., 2013).

Ha relatos de uso popular, na forma de extrato de partes aéreas, folhas e flores
de Passiflora incarnata, principalmente pelas evidéncias de acédo sobre o sistema
nervoso central. Efeitos sedativos, ansioliticos e para tratamento de insbnia sao
descritos na literatura (BRASIL, 2015).

Figura 2 - Folhas, flor e fruto de Passiflora incarnata Linnaeus

Fonte: BRASIL (2015)

Apesar de ser empregado para o tratamento de leves disturbios do sistema
nervoso central, o uso de medicamentos fitoterapicos a base de Maracuja deve ser
observado quanto ao surgimento de efeitos adversos, ja que sintomas como nauseas,
vomitos e até alteracdes eletrocardiograficas foram relatados (FISHER; PURCELL; LE
COUTEUR, 2000).

Os principais constituintes dos extratos dessa planta sdo os flavonoides, em
especial os flavonoides C-glicosilados derivados de luteonina e apigenina. A presenca
de outras substancias como alcaloides indolicos, carboidratos e 6leos essenciais
também foram relatados (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004).

No Brasil, a Passiflora incarnata tem sido o principal componente em
formulagbes ansioliticas naturais na forma encapsulada, extrato fluido e tintura,
estando incluida no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira e no
Memento Fitoterapico. Também apresenta monografias em outros compéndios oficias
como a USP e as Farmacopeia Britanica. (BRITISH, 2011, BRASIL, 2015; BRASIL,
2016; FARMACORPEIA, 2019).
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2.1.4.2 Paullinia cupana (Guarana)

A espécie Paullinia cupana (Figura 3), conhecida popularmente como Guarana,
€ uma planta tipicamente brasileira oriunda da regido da Amazodnia. Historicamente, a
descoberta e uso do guarana para fins medicinais se deram por tribos indigenas e
data da época pré-colombiana. Devido a fama lendaria da planta e de seus efeitos
estimulantes, o aproveitamento do guarana expandiu para além de seu uso medicinal,
e tem sido bastante consumido na forma de bebida refrigerante (ERICKSON;
CORREA; ESCOBAR, 1984; SCHIMPL et al., 2013).

Fonte: https://lwww.cfn.org.br/index.php/guarana/

A propriedade estimulante € atribuida as sementes, parte comercialmente
valorizada, devido a presenga de metilxantinas, em especial a cafeina, e outros
compostos como teofilina e teobromina. Além disso, atividades antioxidantes e
antimicrobianas foram encontradas devido a presenca de compostos fendlicos,
taninos condensados e saponinas (ANTONELLI USHIROBIRA et al., 2007;
MAJHENIC; SKERGET; KNEZ, 2007; MARQUES et al., 2019). Estudos realizados por
Machado e colaboradores (2018) para a quantificagdo de taninos mostraram que o
extrato seco fracionado, rico em taninos e livre de metilxantinas, proporcionou forte
atividade antioxidante do radical DPPH e inibicao da liberagcao de fator de necrose
tumoral, TNF-alfa (MACHADO et al. 2018, 2021). Os autores ainda identificaram o
trimero de procianidina tipo-A no extrato enriquecido.

A monografia de Paullinia cupana Kunth presente na FB6 preconiza que a
droga vegetal deve conter no minimo 5% de metilxantinas totais, sendo no minimo
3,5% de cafeina. De taninos, deve conter, no minimo, 4% (BRASIL, 2016;
FARMACOPEIA, 2019).
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2.4.1.3 Piper methysticum (Kava-kava)

A espécie Piper methysticum (Figura 4) pertencente a familia Piperaceae, é
conhecida popularmente como kava-kava, pimenta kava e raiz kava. E uma planta de
origem oriental, cultivada em algumas ilhas do pacifico, onde tem grande valor
econdmico (BARBOSA; LENARDON; PARTATA, 2002). Seu uso para o tratamento
de ansiedade, estresse, insbénia e agitacao, epilepsia, psicose e depressao tem sido
relatado (SINGH, 1992).

O nome do género vem da palavra grega peperi, derivada de um nome
indigena. A kava-kava € um arbusto de médio porte com folhas grandes e rigidas. A
parte da planta que apresenta atividade € o rizoma, que supostamente tem uma longa
historia de uso nas ilhas do Pacifico Sul para certas prepara¢des medicinais, incluindo
uma bebida sedativa chamada kava. A bebida €& consumida para promover
relaxamento e aliviar o estresse, sem alterar o estado funcional mental. Também é
utilizada tradicionalmente em ceriménias religiosas e até mesmo em encontros sociais
(MISSOURI, 2019).

Figura 4 — Folhas (A) e rizoma (B) de Kava-Kava (Piper methysticum)

Fonte: JUSTO E SILVA (2008)

Os constituintes ativos nos rizomas sao as kavalactonas (kavaina, iangonina,
diidrokavaina, metisticina), que possuem propriedades sedativas e anestésicas. No
entanto, a composigao quimica da planta é bastante variada contendo acido benzoico,
acido cinamico, agucares, bornil-cinamato, estigmasterol, flavocavainas, mucilagens,
pironas, dentre outros. Além disso, ha grande quantidade de sais minerais,
ressaltando-se o potassio (BARBOSA; LENARDON; PARTATA, 2002).
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2.4.1.4 Stryphnodendron adstringens (Barbatimao)

O barbatimao é uma planta medicinal bem conhecida na medicina tradicional
brasileira (Figura 5). Tem sido usado como anti-inflamatorio, adstringente e
cicatrizante desde o século XIX. A alta concentragdo de taninos condensados nas

cascas € a responsavel pelos seus efeitos terapéuticos (MISSOURI, 2019).

Figura 5 — Exemplar de (A) arvore de barbatimao Stryphnodendron adstringens
e (B) detalhe do tronco do barbatimao com casca rugosa

Fonte: DIAS E LAUREANO (2010)

Taninos sao oligbmeros e polimeros formados pela poli condensagao de duas
ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Essa classe também é conhecida como
proantocianidina (NASCIMENTO, 2013). Quimicamente, a sua estrutura (Figura 6)
possui nucleos de pirogalol que sao capazes de formar complexos estaveis com ions
metalicos como ferro, manganés, aluminio, dentre outros. Isso € uma propriedade
importante ndo so para as atividades biologicas da planta, mas também para o meio
ambiente, ja que atuam como bioacumuladores naturais desses metais (HASLAM,
1996).

Devido aos diversos estudos etnobotanicos e pela confirmacao de sua eficacia
terapéutica, esta espécie foi inserida na Relagédo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS) e recomendada, também, no Formulario de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira como cicatrizante na forma farmacéutica de
creme (BRASIL, 2009; BRASIL, 2018).
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Figura 6 - Estrutura quimica do monémero pirogalol (galoil) e taninos
poliméricos de proantocianidina obtida da casca do caule de Stryphnodendron
adstringens

Fonte: ISHIDA et al., 2009

2.2 IMPUREZAS ELEMENTARES EM PRODUTOS FARMACEUTICOS
2.2.1 Historico

A analise de impurezas elementares em produtos farmacéuticos é abordada
inicialmente pela USP em 1908, quando publicou o capitulo geral USP<231>,
intitulado “Heavy Metals” (DESTEFANO; THOMAS, 2018). Nesta se¢cdo, o método
semiquantitativo classico para identificagdo de alguns metais em insumos
farmacéuticos baseia-se na formagao de um precipitado colorido originado da reacao
com ion sulfeto. A intensidade da cor na amostra € comparada com aquela formada
na solugdo padrdo de concentragdo igual ao limite aceitavel da impureza metélica
(UNITED, 2014).

Contudo, apesar desse método ter sido preconizado por mais de 100 anos pela
USP, o teste apresenta uma série de limitagdes que o torna ineficaz na quantificacao
precisa de metais em insumos farmacéuticos. Segundo Lewen e colaboradores
(2004), este ensaio € inespecifico e limitado somente a alguns elementos, além de
requerer grande quantidade de amostra. Também, como se trata de um ensaio de

comparagao visual, o resultado fica subjetivo ao analista. Outra limitagao da técnica é



28

que o preparo da amostra para o teste de alguns elementos envolve processos de
digestao acida com aquecimento que podem levar a perdas consideraveis de espécies
volateis como, por exemplo, mercurio, cadmio, chumbo e estanho.

Estes autores demonstraram, quantitativamente, a diferenga na recuperacao
de 14 elementos entre o método classico para metais pesados e um método
instrumental moderno de determinagdo elementar em IFAs. E possivel verificar na
Figura 7 que a maioria dos elementos teve recuperagbes médias em torno de 50%,
mas, para selénio, estanho, antiménio e ruténio os resultados foram inferiores a 10%.
O unico elemento que obteve uma recuperagcdo comparavel pelo método da USP foi
a Prata (LEWEN, 2004).

Figura 7 - Grafico comparativo das recuperacoes obtidas para 14 elementos
entre as técnicas ensaio limite de metais pesados e ICP-MS em IFAs
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Fonte: Adaptado de LEWEN et al., 2004

Os resultados desse e de outros estudos semelhantes apontaram a
necessidade de atualizagdo das diretrizes de analise de impurezas elementares em
medicamentos. A partir de 2005, iniciou-se um ciclo de debates relacionado ao tema
em todo o mundo. Uma equipe do Instituto de Medicina (IOM) nos Estados Unidos da
América, composta por especialistas das areas de toxicologia, quimica analitica e
também de representantes da industria farmacéutica de todo o mundo definiram sobre
um escopo de elementos e seus respectivos limites toxicoldégicos em PDE. Havia um
consenso de que os metais mercurio, chumbo, arsénio e cadmio eram os mais téxicos

e naturalmente presentes no meio ambiente e por isso, deveriam ser primariamente
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analisados em insumos farmacéuticos (DESTEFANO; THOMAS, 2018; MAITHANI et
al., 2019).

Em 2008, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA), publicou um guia
estabelecendo diretrizes sobre o controle de catalisadores metalicos residuais em
produtos farmacéuticos. O objetivo era limitar o uso destas impurezas, garantindo a
seguranga para o paciente (EMEA, 2008).

Corroborando com a implementagao das analises de impurezas elementares
no ambito farmacéutico, a organizacao International Council for Harmonisation (ICH)
aprovou, em 2009, o desenvolvimento inicial de um documento, denominado Q3D, a
fim de esclarecer detalhadamente os requisitos analiticos necessarios para atender
com eficiéncia o controle de impurezas. Nele fica claro que o teste convencional era
obsoleto para a determinacdo de metais pesados e ndo poderia mais ser aceito,
devido aos baixos valores das concentragdes dos limites atualizados segundo o perfil
toxicolégico de cada elemento e definidos em estudos bem conduzidos. Finalmente,
em 2014, foi publicada o guia ICHQ3D contendo uma lista harmonizada de 24
elementos agrupados em trés categorias definidas conforme a toxicidade,
probabilidade de ocorréncia e a via de administragdo (CLARK; PUNZI, 2013; ICH,
2019; MAITHANI et al., 2019).

Com base nas informacgbes discutidas pelas agéncias regulatorias, a USP
publicou em 2010, dois artigos abordando os elementos toxicos de interesse e as
metodologias escolhidas para a sua determinagdo elementar e que atingissem os
limites de exposicao estabelecidos. Estas publicagdes foram um arcabouco para que
em 2014, a USP difundisse novas diretrizes em dois capitulos gerais numerados como
<232> e <233> (CLARK; PUNZI, 2013; UNITED, 2014).

2.2.2 Definigao

Em geral, impurezas elementares sao definidas como elementos catalisadores
e/ou contaminantes ambientais que podem ser adicionadas de maneira natural,
acidental ou intencional em insumos farmacéuticos ativos, excipientes ou
medicamentos (ICH, 2019).
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2.2.3 Fontes de contaminagao

Como a produgéo industrial de um medicamento envolve processos variados,
a presenca de impurezas elementares pode ter origens diversas, que vao desde a
etapa inicial de obtengdo do farmaco, através do uso de reagentes e solventes que
podem conter impurezas, até mesmo de superficies e utensilios empregados nas
diversas etapas de producdo industrial do medicamento. Na Figura 8 esta
apresentado um esquema de possiveis fontes de contaminacéo nesta produgao. Nas
etapas de reacao de sintese, por exemplo, catalisadores metalicos de platina e paladio
utilizados podem ser solubilizados durante o processo e se tornar contaminantes em
potencial (LEWEN, 2011; BARIN et al., 2016).

Figura 8 - Possiveis fontes de contaminagao de impurezas elementares em
produtos farmacéuticos
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Fonte: Adaptado de ICH, 2014

No caso de fitoterapicos, como ja mencionado anteriormente, etapas
envolvendo o plantio e o tratamento para cultivo, como a utilizagao de pesticidas ou a
presenca de contaminantes no solo, podem contribuir para a presenca de impurezas
elementares em um medicamento (KOSALEC; CVEK; TOMIC, 2009).

As matérias primas utilizadas na producdo de um medicamento também podem
ser ou conter uma fonte de contaminagdo que demande atengdao. Uma analise
quantitativa de impurezas elementares em variados farmacos foi realizada por Muller
e Oliveira (2015). Dentre as classes de substancias ativas estao anti-hipertensivos,
antibidticos e antimalaricos. Foram encontradas concentragdes elevadas de As e Cr
em Captopril (MULLER; OLIVEIRA, 2015; DA SILVA et al., 2017) .

Os excipientes, substancias auxiliares, farmacologicamente inativas,

adicionadas a formulagao farmacéutica tém variadas fungbes. Podem atuar como
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estabilizadores, aglutinantes, corantes, dentre outros. Em estudo de quantificagcao de
24 contaminantes em diversos excipientes, de origem sintética e derivados de
celulose, comumente utilizados em medicamentos, os autores mostraram que apesar
das baixas concentracbes encontradas nos excipientes, € importante que os
fabricantes monitorem estas impurezas a fim de garantir a pureza dos seus produtos
(LIl et al., 2015).

Entretanto, a presenga de metais no insumo ativo pode ser de valor terapéutico,
como € o caso de alguns antimicrobianos que contém prata; antipsicoticos que contém
litio ou quimioterapicos a base de platina. Outros elementos como aluminio e zinco
também sao componentes de formulacdo de antiacidos, de insulina ou de
polivitaminicos (BALARAM, 2016).

A agua, em suas diversas etapas produtivas e em sua inser¢cao na fabricagéo
de um medicamento ou limpeza de equipamentos e superficies pode ser um potencial
contaminante. Por isso, nas farmacopeias, em geral, verifica-se o controle de
impurezas elementares na agua (UNITED, 2014; BARIN et al., 2016; ICH, 2019; POHL
et al., 2018).

Outras fontes estao relacionadas ao contato das matérias primas ou até do
produto acabado com o préprio maquinario e as superficies metalicas envolvidas.
Esses ambientes podem conter impurezas metalicas que serdo acidentalmente
carreadas para o produto final. Além disso, os processos de desgaste natural e por
corrosdo podem liberar particulas durante a fabricacéo (BARIN et al., 2016).

A contaminagcao é frequentemente atribuida a constituintes do préprio
medicamento, o IFA ou EXP, ou ainda como citado, a presenga de impurezas em
equipamentos. Contudo, a presenca ubiqua de certos elementos no ambiente
laboratorial, bem como a contaminagao intrinseca de reagentes, vidrarias e materiais
empregadas no preparo, podem confundir a analise de pureza elementar de uma
especialidade farmacéutica (KOSTA, 1982; JIN, 2016). Isso demanda um
investimento em construgao de salas limpas, instalacdo de capelas de fluxo laminar
além de procedimentos adicionais de descontaminagdo quimica de materiais
empregados no preparo da amostra. A finalidade seria garantir a pureza adequada
para execucdo da anadlise elementar ao empregar técnicas espectro-analiticas

sensiveis e com baixos limites de deteccao.
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2.2.4 Classificagao das impurezas elementares

A classificacdo das impurezas elementares, segundo o guia ICHQ3D, se da de
acordo com as caracteristicas toxicoloégicas e a prevaléncia nos produtos
farmacéuticos. O nivel de toxicidade de cada elemento esta relacionado aos valores
de PDE, valor limite que representa a concentragao maxima aceitavel de determinada
substancia ingerida por dia. Fatores como: via de administragao, estudos prévios de
seguranga na exposigao humana e possiveis estados de oxidagao sao avaliados para
a definicdo dos valores de PDE individualmente para 24 elementos. Por outro lado, a
prevaléncia do elemento na forma farmacéutica final envolve a abundéancia isotdpica
do elemento na natureza e também a probabilidade de uso nos processos de
fabricagdo, como por exemplo, a sintese de um farmaco por meio de catalisadores
metalicos. Portanto, o modelo de classificacdo de impurezas elementares atenta-se
para os elementos mais toxicos com alta probabilidade de contaminacéo de produtos
farmacéuticos (ICH, 2019). Os 24 elementos sido divididos em trés categorias,

conforme esquema na Figura 9.

Figura 9 - Classificagao dos elementos de acordo com a toxicidade em
humanos de acordo com ICHQ3D

ICHQ3D
24 elementos

Classe 1 Classe 2 Classe 3
Cd, Pb, As, Hg Li, Sb, Ba, Mo, Cu, Sn, Cr
Subclasse 2A A ASU;’°|;:S§)25; n
i u’ gl t! ] S, r, ,
Co, V, Ni RG. T1 So

Fonte: Adaptado de ICH, 2014

A classe 1 é formada por quatro elementos, também chamados “big four’, a
saber, arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb) e mercurio (Hg). Eles sao toxicos para
0 organismo humano e, raramente, encontrados nos produtos farmacéuticos. Porém,

por serem ubiquos no ambiente devem ser obrigatoriamente monitorados.
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Os elementos da classe 2 podem ser altamente toxicos dependendo da via de
administragdo. Sao divididos em dois subgrupos de acordo com a probabilidade de
ocorréncia. A subclasse 2A constituida pelos elementos cobalto (Co), vanadio (V) e
niquel (Ni) tem alta probabilidade de contaminar os produtos farmacéuticos porque
estdo na composicado de pegas e materiais inoxidaveis envolvidos no processo
produtivo, desde o armazenamento da matéria prima até a embalagem final do
medicamento. Além disso, estes elementos sao alergénicos e por isso, sao
monitorados obrigatoriamente em produtos dermatoldgicos (ICH, 2019).

Ja na subclasse 2B, os elementos tém baixa probabilidade de ocorréncia em
medicamentos, pois ndo estao facilmente disponiveis na natureza nem na composi¢ao
de materiais do processo fabril. O selénio, integrante dessa subclasse, € um
microelemento essencial para o organismo humano com fungdo estrutural e
regulatéria por meio de ativacdo enzimatica. Além disso, fortalece o sistema
imunoldgico na defesa contra patdgenos e participa na protegcdo do corpo contra
substancias toxicas a partir da formagdo de uma selenoproteina importante no
bloqueio e remogdo de metais pesados (SOBOLEV et al., 2017). Isso justifica os
maiores limites de Se para as vias de administragdo parenteral e inalatéria em
comparagao aos demais elementos, como mostrado na Tabela 2.

A classe 3 € constituida por elementos que possuem baixa toxicidade quando
presentes em um medicamento administrado por via oral e demais vias. Com excec¢ao
a litio (Li), cobre (Cu) e antimbnio (Sb) que devem ser considerados na avaliagcao de
risco para medicamentos administrados via parenteral e inalatéria.

Os limites de impurezas considerados para via inalatéria sdo bem menores
comparados com as outras vias de administracdo. Em média, observam-se limites 10
a 100 vezes menores para esta via em comparacdo com a via oral. Isso se deve a
rapida absorgao pelo trato respiratorio e alcance sistémico, sem, contudo, passar pelo

metabolismo de primeira passagem (ICH,2019).
2.3 CAPITULOS GERAIS <232> E <233> DA USP

O capitulo USP<232> “Impurezas elementares: limites” da USP, em
conformidade com o guia ICHQ3D, estabelece uma lista de 24 elementos e seus
respectivos limites PDE, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Limites de exposig¢ao diaria permitidos de acordo com a via de
administragcao do medicamento, conforme USP<232>.

Via de administragao (ug/dia)

Elemento Classe

Oral Parenteral Inalatéria
Cadmio 1 5 2 2
Chumbo 1 5 5 5
Arsénio 1 15 15 2
Mercurio 1 30 3 1
Cobalto 2A 50 5 3
Vanadio 2A 100 10 1
Niquel 2A 200 20 5
Talio 2B 8 8 8
Ouro 2B 300 100 1
Paladio 2B 100 10 1
Iridio 2B 100 10 1
Osmio 2B 100 10 1
Roédio 2B 100 10 1
Ruténio 2B 100 10 1
Selénio 2B 150 80 130
Prata 2B 150 10 7
Platina 2B 100 10 1
Litio 3 550 250 25
Antimoénio 3 1200 a0 20
Bario 3 1400 700 300
Molibdénio 3 3000 1500 10
Cobre 3 3000 300 30
Estanho 3 6000 600 60
Cromo 3 11000 1100 3

Estas impurezas podem aparecer nos produtos finais, caso existentes a partir
da sintese do IFA e de processos de fabricagao ou de armazenamento e embalagem.
Ao inferir que a probabilidade de presenca das impurezas no insumo ou produto final
pode ser alta ou possui elevada toxicidade, a concentragcdo do elemento deve ser
rastreada nas etapas criticas e obedecer ao limite especificado de exposigao diaria
permitido, de acordo com a via de administracdo. Para os elementos da Classe 1:
mercurio, chumbo, arsénio e cadmio, como sido potenciais contaminantes ao
ambiente, devem ser obrigatoriamente monitorados.

Esta orientacdo se aplica a uma ampla gama de produtos para a saude, exceto
para radio-farmacos, medicamentos veterinarios, vacinas, hemoderivados e produtos

derivados de plantas como os fitoterapicos. De acordo com o FDA, tais produtos sao
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classificados em suplementos dietéticos e possuem legislagao especifica descrita em
um capitulo suplementar, designado <2322>. Para estes produtos preconiza-se o
monitoramento apenas de elementos da Classe 1 (Cd, Pb, As, Hg). No entanto, os
fitoterapicos sao classificados como medicamentos em outros paises e, portanto,
devem seguir as diretrizes recomendadas nos novos capitulos gerais, elencando em
seu controle de impurezas os demais elementos. (UNITED, 2014)

Vale destacar que os limites estabelecidos na USP se referem as impurezas
contidas no produto acabado e ndo em suas matérias primas, individualmente.
Contudo, o monitoramento individual, apesar de nao ser obrigatério, € uma ferramenta
importante no controle de impurezas elementares no produto final (UNITED, 2014)

O capitulo USP<233> orienta sobre os procedimentos de preparo e diluicdo de
amostras e recomenda as técnicas de ICP-OES e ICP-MS para a quantificacdo das
24 impurezas elementares (UNITED, 2014).

2.4 TOXICIDADE DOS ELEMENTOS

Os metais ocorrem naturalmente na crosta terrestre e estdo presentes em
diferentes concentragdes no ambiente. Com isso, é inevitavel a exposi¢do humana
aos metais por meio do ar, solo, agua, medicamentos e/ou alimento. Entretanto, Vale
ressaltar que alguns metais exercem fungdes bioquimicas essenciais em niveis
adequados no corpo humano (JAISHANKAR et al., 2014).

O grau de intoxicagado por um metal esta relacionado tanto a fatores inerentes
a exposicao como dose, via de exposi¢cao, duracdo e frequéncia, quanto a
caracteristicas fisiolégicas do individuo como sexo e idade (JAISHANKAR et al.,
2014).

Os mecanismos de toxicidade em humanos nao sao totalmente
esclarecidos, mas estido relacionados e incluem: interferéncias no
sistema de reparo do DNA; estresse oxidativo pela produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS); indugao ou supressao de
apoptose celular e desbalanco de elementos essenciais para o
organismo (BUKIC-COSIC et al., 2020).

A compreensao do mecanismo preciso de toxicidade dos metais € um desafio
para a toxicologia, principalmente devido a variedade e especificidade quimica de
cada elemento. Dependendo da sua forma quimica, um metal pode ser altamente
reativo e interagir com diferentes sistemas biolégicos de maneiras distintas. Contudo,

ja & demonstrando que ions metalicos como ferro, cadmio, cromo, niquel e outros, tém
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a capacidade de produzir excessivamente espécies reativas de oxigénio (reactive
oxygen species - ROS) (GALARIS; EVANGELOU, 2002). Na Figura 10 estao
exemplificados os trés principais mecanismos gerais de toxicidade para os metais
téxicos como a alteragdo do DNA, a produgdo de ROS ou o mimetismo ibnico,

discutidos a sequir.

Figura 10 - Principais mecanismos de toxicidade dos metais no organismo
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A carcinogenicidade dos metais esta relacionada a modificagées em proteinas
nucleares e ao proprio DNA. A prépria valéncia de coordenacéo do metal pode induzir
uma mudanga conformacional na proteina alterando a sua fungcdo. Também a ligagao
do metal ao DNA pode promover a formacido de espécies reativas em um tipo de
reacdo denominada Fenton. Este estresse oxidativo também leva a alteracdo de
proteinas/enzimas inviabilizando os processos de reparo do DNA que normalmente
aconteceriam (KLEIN; FRENKEL; COSTA, 1991; STOHS; BAGCHI, 1995; GALARIS;
EVANGELOU, 2002).

Quantidades minimas de radicais livres e outras espécies reativas estdo
fisiologicamente presentes no organismo com seu estado de oxirredugéo e
concentracédo controlados por agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
Eles participam de inumeros processos oxidativos importantes para a célula e
sinalizam para os macréfagos os ambientes de desenvolvimento tumoral e/ou
bacteriano (KLEIN; FRENKEL; COSTA, 1991). Porém, a presenga de metais toxicos
pode levar a um desequilibrio regulatério na producdo de ROS, culminando em um

estresse oxidativo e morte celular. Esse mecanismo quimico esta envolvido em
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processos tumorais e de envelhecimento precoce e tem sido constantemente
investigado (KLEIN; FRENKEL; COSTA, 1991).

Os metais téxicos também podem mimetizar elementos essenciais para o
organismo nos processos celulares. Essa habilidade possibilita a ligagao ibnica em
sitios especificos de proteinas transportadores ou sinalizadoras presentes na
membrana plasmatica levando a uma perturbacdo na fungcdo normal da célula
(BRIDGES; ZALUPS, 2005). Um exemplo é a substituicdo de zinco provocado pelo
mimetismo do cadmio na metalotioneina, importante enzima na eliminacéo de radicais
livres (JAISHANKAR et al., 2014).

Destaca-se a seguir o perfil toxicolégico de alguns elementos, chamados “big
four’, cadmio, chumbo, arsénio e mercurio devido a sua alta toxicidade e ubiquidade
no ambiente, o que contribui para maior probabilidade de serem contaminantes em
produtos farmacéuticos, em especial, aqueles derivados de plantas.

Cadmio (Cd): € um elemento toxico, classificado quimicamente como um metal
de transicdo que é encontrado na natureza em compostos minerais ligado a outros
elementos como zinco e cobre. Apesar de sua toxicidade, o cadmio tem sido
amplamente utilizado na fabricagdo de baterias, produ¢cdo de pigmentos e como
estabilizante do plastico. A absor¢cdo ocorre em maior parte por via inalatoria, mas
também pode ter absorc¢ao via gastrintestinal. O Cadmio que entra no corpo vai para
o figado e os rins se acumulando. A excregéo é lenta e ocorre principalmente pela
urina (SATARUG et al., 2010; WORLD, 2010).

Os alimentos constituem a principal fonte de ingestdo de Cadmio para pessoas
nao expostas, ocupacionalmente. Baixas concentragbes podem ser encontradas em
vegetais, cereais e raizes com amido. O arroz, comum na refeigédo diaria do brasileiro,
€ capaz de acumular Cadmio e Arsénio se for cultivado em solo contaminado (LIU et
al., 2005; WORLD, 2010; NGUYEN et al., 2021).

Chumbo (Pb): € um elemento altamente toxico que causa sérios problemas
ambientais e consequentemente para a saude humana. Ele esta disperso em todo o
ambiente principalmente como resultado de atividades antropicas. A fabricacao de
produtos contendo chumbo como tintas, baterias, pesticidas e principalmente, da
gasolina, foram ao longo dos anos eliminada ou limitada. No ar, estas particulas
acabam se depositando no solo e em cursos d’agua e, podem concentrar em

organismos vivos como plantas e animais. Nos seres humanos, a exposigao ao
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chumbo pode levar a sérios efeitos ao sistema nervoso, cardiovascular, renal e
imunologico (JAISHANKAR et al., 2014; AGENCY, 2002).

Seus efeitos tdxicos sado explicados por dois mecanismos moleculares: pelo
estresse oxidativo provocado pelo desequilibrio entre a formacéo de radicais livres e
de antioxidantes que estabilizem essas formas reativas; e pela substituicao idnica de
metais essenciais nos processos celulares de transporte, adesao, sinalizagao, etc.
(JAISHANKAR et al., 2014).

Arsénio (As): € um metaloide que ocorre naturalmente e esta distribuido por
toda a crosta terrestre, sendo o vigésimo elemento mais abundante. Pode se
apresentar em sua forma inorganica quando ligado a elementos como oxigénio, cloro
e enxofre, e, também na forma organica ligado a estruturas de carbono. Além disso,
pode estar em diferentes estados de oxidacao, a forma trivalente é a mais toxica. Em
relagcao a toxicocinética, cerca de 80% do arsénio inorganico ingerido por via oral é
absorvido e se distribui pelo corpo. No figado sofre metilagdo e em maior parte é
excretado pela urina (JAISHANKAR et al., 2014; AGENCY, 2002).

Mercurio (Hg): € um elemento que ocorre naturalmente sob trés formas:
metalica ou elementar; inorganica, quando ligado a outros elementos formando sais
de mercurio e organica quando combinado com o carbono, sendo 0 mais conhecido o
metilmercurio (CHs-Hg) (AGENCY, 1999).

Até décadas atras, compostos de mercurio eram utilizados em produtos
medicinais. O cloreto de mercurio | possui agado antisséptica e antifungica e foi
empregado em formulagdes de cremes e pomadas para uso tépico no tratamento de
sifilis, mas devido a sua toxicidade foram substituidos por ativos mais seguros e
eficazes. Outros produtos contendo mercurio eram utilizados como conservantes em
formulagdes cosméticas (DAMAS; BERTOLDO; COSTA, 2014).

O mercurio inorganico € muito pouco absorvido pelo trato gastrintestinal,
principalmente quando forma sais insoluveis. A distribuicao pelo corpo é restrita e ndo
passa facilmente pelas barreiras hematoencefalica e placentaria, ao contrario das
formas orgénicas metiladas. Um acumulo é observado nos rins, que é o 6rgdo com
maior afinidade pelo mercurio (AGENCY,1991; CLARKSON, 2002)
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2.5 TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINAGAO DE IMPUREZAS
ELEMENTARES

2.5.1 Preparo de amostras — aspectos gerais

Em uma analise quimica, cuidados nas etapas pré-analiticas que envolvem a
escolha do método, amostragem, preservacdo da amostra e também o preparo
adequado sao fundamentais para garantir precisdo e exatiddo nos resultados,
principalmente quando a determinacao de elementos tracos € requerida no processo.
O preparo de amostras para analise elementar € muitas vezes complexo e possui
varias fungdes primordiais enumeradas a seguir (MITRA, 2003):

e degradar a matriz, permitindo a solubilizagdo e disponibilidade dos elementos;

e extrair os metais para um solvente compativel com a técnica analitica de
escolha;

e concentrar os analitos a niveis detectaveis pelo instrumento;

e isolar um analito ou separar um grupo de analitos de outras espécies

interferentes e

e diluir a matriz, a fim de minimizar o seu efeito na analise.

Os avangos na instrumentagdo analitica trouxeram equipamentos mais
sensiveis, capazes de medir concentragées muito pequenas na ordem de partes por
bilhdo ou trilhdo (ppb, ppt). Essa melhoria veio acompanhada de vantagens e
desvantagens em relagdo ao preparo de amostras. A determinagdo de tragos de
elementos requer um ambiente analitico adequado com salas limpas, isolamento e
até mesmo paramentacdo do analista. O uso de reagentes com elevado grau de
pureza analitica tem alto impacto no custo da analise. Além disso, a maioria dessas
técnicas requer a introdugcdo da amostra na forma liquida, portanto, o uso de
acidos/solventes eficientes na digestdo da matriz, solubilizagdo dos metais presentes
e que nao danifiquem o instrumento ou interfram na analise, sao detalhes
extremamente importantes no preparo da amostra (MITRA, 2004; FLORES, 2014)

Outro fator importante é a possibilidade de contaminagdo da amostra durante
a sua digestao. Isso porque esse processo utiliza, muitas vezes, acidos fortes que
podem atacar ou lixiviar os recipientes e frascos, transferindo possiveis quantias
contaminantes dos elementos a serem determinados para a solugcdo digerida da

amostra. Além disso, impurezas contidas nos proprios reagentes também podem
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contaminar a amostra durante o preparo. Para mitigar estes problemas é
recomendado o uso de reagentes ultrapuros, ou obtidos por sub-destilacdo. Também
se recomenda a lavagem adequada do material utilizado no preparo seguido de sua
descontaminagdo em uma solugdo de acido nitrico a 10% v/iv (HOENIG; DE
KERSABIEC, 1996).

Além da contaminagao adicional, a perda de elementos no preparo também
deve ser considerada. Uma dessas perdas ocorre por volatilizacdo de elementos
como arsénio, 6smio, antiménio e mercurio e de complexos volateis quando aquecidos
a certas temperaturas. Esse problema pode ser evitado usando sistemas fechados
nos processos de decomposicéo e abertura da amostra (HOENIG; DE KERSABIEC,
1996; VENZAGO et al., 2013).

Fendmenos de adsorcéo e dessorgcdo também estdo envolvidos nos processos
de digestdo e contribuem para perdas elementares. Eles acontecem devido a uma
interacao fisico-quimica dos elementos disponiveis com as superficies dos materiais
utilizados no procedimento. Apesar de nao poder ser impedido, esse efeito pode ser
reduzido mantendo a precisdo dos resultados obtidos. Uma solucao é a utilizacido de
frascos de teflon modificado que sao constituidos de polimeros altamente resistentes
que possibilitam o trabalho em condi¢cées de temperatura e pressao mais elevadas.
Também por terem uma superficie menos porosa sao menos susceptiveis aos
fendmenos fisico-quimicos de superficie do que os tubos convencionais (FLORES,
2014).

Podemos categorizar os métodos de preparo de amostras em dois grupos, de
acordo com a forma de decomposicao/digestdo da amostra que pode ser por via seca
ou por via umida. Esses procedimentos sdo extensamente discutidos na literatura
(ISAAC; JOHNSON, 1975; MATEJOVIC; DURACKOVA, 1994; AKINYELE;
SHOKUNBI, 2015).

2.5.2 Decomposi¢ao da amostra por via seca

O método de decomposicdo a seco também chamado de cinzas a seco, é
instrumentalmente simples e consiste na queima da amostra em um cadinho refratario
por aquecimento em bico de Bunsen ou mufla a altas temperaturas. Geralmente é
utilizado para amostras com alto teor de matéria organica que, apds pirdlise, é

convertida em CO2e H20. As cinzas residuais inorganicas sao entao solubilizadas em



41

acido diluido para posterior analise (HOENIG; DE KERSABIEC, 1996; MULLER,;
MULLER; et al., 2015).

Apesar de ser um método simples, de facil execugcdo e de baixo custo, a
decomposigéo a seco pode requerer muito tempo e levar a grande perda de analitos
por volatilizagdo, o que pode ser a principal desvantagem desse procedimento. Uma
grande vantagem € a possibilidade de se concentrar os analitos de interesse devido a
capacidade de se decompor grandes massas de amostras em pequeno volume de
acido. (SNEDDON et al., 2006; ALTUNDAG; TUZEN, 2011)

Essa técnica é bastante antiga, mas muitos 6rgédos ainda a citam em seus
compéndios oficiais, como é o caso da Farmacopeia Brasileira 62 edicao. O método
descrito no método geral 5.4.1.5 Determinagdo de cinzas consiste na queima da
amostra em cadinho, com ou sem a presencga de acido. O objetivo é a quantificagao
do teor de residuos inorganicos presentes, que € um indicativo de impurezas (BRASIL,
2019).

2.5.3 Digestao da amostra por via umida convencional

No método digestao por via umida, um agente liquido oxidante é utilizado para
decompor os compostos organicos. Esse processo geralmente € acompanhado de
um aquecimento, que pode ser convencional em chapa elétrica ou em forno de micro-
ondas. A escolha do acido como agente oxidante deve ser adequada e depende da
composicao da amostra. Aspectos importantes a serem considerados sao a forga do
acido, poder oxidante, temperatura de ebulicdo e solubilidade dos sais formados.
Também devem ser tomados cuidados quanto a seguranga na manipulagéo visto que
os acidos utlizados sao substancias fortemente corrosivas (DE OLIVEIRA, 2003).

Acidos inorganicos como HNO3 e H2SOs4 sdo oxidantes fortes e os mais
frequentemente escolhidos para a digestdo podendo estar de forma isolada ou
combinados entre si. O HCI, apesar de ndo ser oxidante, € também empregado na
digestao acida. O uso de um adjuvante como o peréxido de hidrogénio também tem
sido empregado (SANTOS et al., 2019).

Apesar do uso de acidos minerais aumentarem a eficiéncia da digestdo de
amostras visando uma analise elementar por ICP-OES, pode-se observar
interferéncias espectrais que levam a um aumento significativo do sinal. Certas

caracteristicas fisico-quimicos inerentes aos acidos (Tabela 3), como a densidade e a
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viscosidade, influenciam na formagao dos aerossais e na eficiéncia do transporte dos
analitos ao longo do equipamento (ROMERO; POUSSEL; MERMET, 1997).

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas (densidade, d; ponto de ebuli¢ao, PE)
dos agentes oxidantes mais comumente utilizados na digestao por via umida,
e suas propriedades

Agente oxidante Férmula Massa molar _Concentragao d P.E
(g/mol) % plp M (kg/lL) (°C)

Acido Nitrico HNOs3 63,01 68 16 142 122
Acido Cloridrico HCI 36,46 36 12 1,19 110
Acido Fluoridrico HF 20,01 48 29 1,16 112
Acido Perclérico HCIO4 100,46 70 12 1,67 203
Acido Sulfurico H2SO04 98,08 98 18 1,84 338
Acido Fosférico H3PO4 98 85 15 1,71 213
Perdxido de Hidrogénio  H202 34,01 30 10 1,12 106

Fonte: KOTZ; KAISER; TSCHOPEL; TOLG, 1972; FLORES, 2014

O acido nitrico (HNO3) € um oxidante forte que é frequentemente utilizado na
digestdo de matéria orgéanica e de diversos metais conforme as Equagdes quimicas 1
e 2 (GARCIA, 2016). Entretanto, devido a sua temperatura de ebulicdo (122 °C) ser
relativamente baixa, o uso de forma isolada, em sistema aberto, ndo garante uma
digestdo completa, visto que a reacéo é limitada a sua ebuligdo. Por isso, recomenda-
se que a digestdo com este acido ocorra em sistemas pressurizados e misturado a
outro oxidante auxiliar como é sugerido no estudo de Bizzi e colaboradores (2011,

2014). Em contrapartida, € um reagente de facil manuseio (FLORES, 2014).

(CH2)x(s)+ 2 HNO3@g —» CO2g)+ 2 NO2g)+ 2 H20 (1)
Material organico
6 H*aq)*+ 3 M(s)+ 2 HNO3@g) —» 3 M2*(aq) + 2 NO2(g) + 4 H20 (2)
(Metal)

Fonte: GARCIA, 2016

O acido cloridrico (HCI) nao tem forga oxidante e possui propriedades redutoras
fracas, mas é comum o uso de agua régia que consiste numa solugéo preparada de
acido nitrico e acido cloridrico na proporcao de 1:3. O HCI é comercializado em sua
forma azeotrdpica, na concentragao de 36% (p/p) de acido cloridrico, e sua baixa
temperatura de ebulicdo a temperatura ambiente limita a sua eficiéncia na digestéao

em sistema aberto. Outro aspecto importante que desfavorece a sua escolha como
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digestor é a capacidade de formar alguns sais insoluveis como AgCl, PbCl2 e HgClo.
Além disso, perdas por volatilizagdo tém sido relatadas pela formagao de espécies
volateis (FLORES, 2014).

Outro acido amplamente usado nos processos de digestdo € o acido sulfurico
(H2SO4). Esse reagente é comercializado na concentragcdo de 98% (p/p) (ou
fumegante também), possui um elevado ponto de ebuligdo em comparagao aos outros
acidos, o que favorece a digestado, aumentando a taxa de decomposigédo de algumas
amostras especificas (SNEDDON et al., 2006). Por isso, € adicionado em mistura com
outros acidos, a fim de melhorar a digestdo. Enquanto, o alto ponto de ebulicdo é
vantajoso, a alta densidade e viscosidade elevada, prejudicam a introdugcdo nos
instrumentos de detecgcdo por espectrometria de absorcdo atbmica e plasma
indutivamente acoplado, muitas vezes suprimindo o sinal analitico ou ainda criando
interferentes poliatdémicos no método ICP-MS (TODOLI; MERMET, 1999; MESTER;
STURGEON, 2003). Outra desvantagem do acido sulfurico é a formacgao de sais de
sulfato insoluveis na presenga de ions de Pb, Ba e Ag, principalmente (SKOOG et al.,
2005).

O acido fluoridrico € o reagente de escolha quando se pretende digerir
amostras silicadas como solos, minerais e rochas (HOENIG; DE KERSABIEC, 1996).
Todavia, seu uso deve ser evitado quando possivel devido a sua alta periculosidade.
Quando necessario, a manipulacéo do acido fluoridrico precisa ser feita somente com
recipientes e equipamentos plasticos, como os de F-carboOnio, politetrafluoroetileno
(PTFE) e usando todos os equipamentos para a segurancga coletiva e individual. O
contato do HF com a pele pode causar danos graves e dores agonizantes (DE
OLIVEIRA, 2003).

Outra substancia com perfil de segurancga perigoso € o acido perclérico (HCIOa4),
que ao reagir com amostras de elevado teor organico pode causar explosdo (DE
OLIVEIRA, 2003; FLORES, 2014).

2.5.4 Digestao da amostra por via umida em forno de micro-ondas

O avanco tecnolégico dos instrumentos analiticos de deteccéo elementar vem
acompanhado do desenvolvimento de técnicas de preparo de amostra cada vez mais
eficientes e modernas, com foco nos principios da quimica verde de diminuicao do
uso de reagentes e substancias toxicas ao meio ambiente (BIZZ| et al., 2017). Para

abertura de amostras, a tecnologia micro-ondas foi utilizada pela primeira vez em 1975
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e revolucionou os métodos tradicionais de preparo de amostras. Tem sido empregada
em diferentes matrizes organicas e inorganicas, desde amostras biolégicas até
geoldgicas (SMITH; ARSENAULT, 1996).

A digestdo por radiagdo micro-ondas envolve a teoria da interagdo energia-
matéria. O efeito dessa interacdo esta relacionado a frequéncia da onda
eletromagnética. Na extensa regido do espectro eletromagnético, as micro-ondas
estdo situadas entre a radiacdo do infravermelho e as ondas de radio (Figura 11),

sendo classificada como um tipo de energia n&do ionizante (KUBRAKOVA, 2002).

Figura 11 - Espectro eletromagnético indicando a regiao das micro-ondas.
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O mecanismo de interacdo das micro-ondas com a matéria envolve a absorcao
da energia e geracao de calor. No estado liquido, a interacdo ocorre devido a dois
fendmenos: reorientacao dipolar da estrutura e condugao de ions. A proporgao desses
dois mecanismos vai depender da caracteristica do solvente. No caso da agua e
outras substancias de baixo grau de dissociagao, a rotagao de dipolo € o principal
mecanismo envolvido no aquecimento. A condugdo de ions acontece por uma
migracao de ions em solucéo e esta relacionada a condutividade elétrica que por sua
vez depende da concentracdo dos ions, grau de dissociacdo das moléculas e
temperatura da solugdo (KUBRAKOVA, 2002).

A digestdo de amostras assistida por micro-ondas pode ocorrer em sistemas
abertos, a pressao atmosférica ou em sistema fechados com temperatura e pressao
elevadas. Uma forma de se trabalhar com a técnica em sistema aberto € por meio da
radiagdo focada que foi extensamente discutido na revisdo de Nobrega e
colaboradores (2002). Consiste na aplicagéo direcionada das micro-ondas na amostra

contida em vasos abertos. Esses recipientes podem ser fabricados em vidro, quartzo
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ou politetrafluoretileno (PTFE). As principais vantagens sao a possibilidade de digerir
uma quantidade de amostra maior e com mais seguranga devido a reagao ocorrer em
sistema aberto. Porém, essa técnica apresenta uma série de dificuldades operacionais
relacionadas ao controle dos parametros de digestdo e a distribuicdo uniforme da
radiagao em todos os vasos reacionais, além da desvantagem de permitir a perda de
volateis durante o aquecimento (BARIN et al., 2012)

Digerir amostras em sistemas fechados com o uso das micro-ondas é a forma
mais adequada e eficiente para a determinagcao elementar, mas requer conhecimento
da evolugcdo de evaporagao dos compostos usados. Nesse ambiente, a taxa de
evaporagao dos acidos e outras substancias oxidantes diminui com o aumento da
pressao, tornando a reacao mais efetiva e evitando a perda de volateis durante a
digestdo. Essas vantagens associadas a rapidez e a eficiéncia do aquecimento
coroam esta técnica como o “estado da arte” em preparacéo de amostras (NOBREGA
et al., 2012).

Nos ultimos anos, a USP vem propondo, no capitulo geral <233> mudancas
nos procedimentos para analise de impurezas elementares em produtos
farmacéuticos, incluindo os fitoterapicos. Uma das opcodes € a digestao assistida por
micro-ondas em sistema fechado. Essa técnica tem inUmeras vantagens em relagao
a tecnologias convencionas (AGAZZI; PIROLA, 2000):

a) impede a perda de impurezas elementares volateis, como por exemplo,
mercurio;

b) requer menos tempo para digestao, e

c) necessita de pequenas quantidades de reagentes, diminuindo a exposi¢cao

do manipulador aos reagentes fortemente acidos.

2.5.5 Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP-OES)

A técnica espectrométrica de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) foi introduzida ha mais de 50 anos e vem sendo aperfeicoada
nas ultimas décadas. O principio fundamental da ICP-OES consiste na excitacdo dos
elementos a serem analisados pelo plasma de argdnio por campo indutivo (THOMAS,
2018).

De acordo com os fundamentos da espectrometria de emissao atdémica, atomos

de um analito em seu estado fundamental sdo excitados por meio de uma fonte de
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energia externa sob a forma de calor ou energia elétrica. Os elétrons da camada de
valéncia atingem esse estado mais elevado e em seguida voltam para o estado
fundamental, emitindo essa energia como fétons de radiag&o visivel ou ultravioleta
(SKOOG et al., 2005).

No caso de uma analise por ICP-OES, a fonte de energia para excitagao e
ionizacao dos atomos € o plasma de argdnio, que € um estado do gas onde coexistem
elétrons livres e cations em movimento. A temperatura do plasma pode variar de 6000
a 10000 °C com uma energia da ordem de 15 eV que é suficiente para remover um
até todos elétrons das camadas de valéncia da maior parte dos atomos (GINE, 2018).

O plasma é formado numa regidao denominada tocha que é constituida por trés
tubos concéntricos de quartzo que conduzem o argbnio, a amostra e o gas de
fluxo/resfriamento (Figura 12). No tubo interior, corre o gas de arraste que tem a
finalidade de introduzir a amostra na forma de aerossol no plasma. Na secéo
intermediaria entra o gas auxiliar que estabiliza o plasma e externamente percorre o
gas de resfriamento. Na parte superior da tocha ha uma bobina de indugéo, fabricada
em cobre, que descarrega uma radiofrequéncia (RF) de 27 ou 40 MHz. Essa energia
induz um campo magnético oscilante que mantém o plasma (DEAN, 2018; GINE,
2018).

Uma solugdo da amostra € introduzida no nebulizador, onde € convertida em
aerossol. A goticula entédo é direcionada para a tocha de plasma de argdnio onde €&
dessolvatada, vaporizada e atomizada. O relaxamento de volta a um atomo do estado
fundamental produz energia na forma de um féton que é a base para as medi¢des de
emissao atdbmica (LEWEN, 2011; THOMAS, 2018).

Na Figura 12 esta apresentado um esquema geral que mostra o caminho
percorrido pela amostra desde a sua aspiragao no sistema de introducao até o

processamento do sinal analitico.
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Figura 12 - Esquema geral de um espectrometro 6tico com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) indicando da amostra desde a sua
aspiracao no sistema de introdugao até o processamento do sinal analitico.
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Fonte: Adaptado de BOSS; FREDEEN (1997, p.36)

O conceito de robustez do plasma foi introduzido por Mermet (1991), considera
a capacidade do plasma nao sofrer alteragdes significativas diante de diferentes
matrizes, mesmo que complexas. Essa condicdo robusta esta relacionada a um
processo eficaz de transferéncia de energia ajustado por parametros instrumentais no
equipamento.

Para avaliacdo da robustez (estabilidade) do plasma, € medida a razao de
intensidade Mg Il 280 nm/ Mg | 285 nm. O magnésio é o elemento de escolha porque
as suas linhas de emissao atébmica (Mg Il 280 nm) e ibnica (285 nm), sdo bem
proximas e as intensidades de sinal sdo de mesma magnitude. Além disso, os valores
de probabilidade de transigdo sdo conhecidos possibilitando calcular razées teoricas
(DENNAUD et al., 2001).

O estado do plasma é considerado robusto quando os valores da razdo de Mg
entre as linhas sao superiores a 10. Geralmente essa condi¢cao é encontrada quando
combinamos baixa vazao do gas de nebulizacdo com uma alta poténcia de
radiofrequéncia, associado a um alto didmetro do tubo injetor da tocha. Segundo
Mermet (1991), a vaz&o do gas de nebulizacéo e o didmetro do tubo injetor da tocha

sdo os parametros que mais afetam a robustez (estabilidade) do plasma.
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O método de ICP-OES ¢ indicado no capitulo <232> da USP como uma
alternativa adequada para a determinagado de impurezas elementares em produtos
farmacéuticos. Apesar de fornecer limites de detecgcdo menores se comparados ao
ICP-MS, é capaz de atender os limites de impurezas preconizados na legislagao para
via oral, além de ter um menor custo de aquisigéo e operagao. Stoving e colaboradores
(2013) desenvolveram e validaram um método ICP-OES para a quantificagdo de As,
Cd, Cu, Cr, Fe, Hg, Ir, Mn, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, V e Zn em comprimidos de
Lu, ativo em pesquisa para tratamento de esquizofrenia. O método apresentou LD e
LQ excelentes atendendo aos limites preconizados, tanto da USP quanto da EMA,
para todos os elementos. Ressaltam-se algumas interferéncias na detecg¢ao de Pb, Pt
e Rh que devem ser observadas, e efeito de memoaria para o Os, relato comum em

outros trabalhos.
2.5.6. Analisador direto de mercurio (DMA)

O equipamento analisador direto de mercurio (do inglés, Direct Mercury
Analyser — DMA) é um equipamento moderno empregado exclusivamente na
determinacdo de mercurio inorgénico em diferentes matrizes, desde minerais até
bioldgicas, e tem apresentado resultados satisfatorios em ensaios de recuperagao e
precisao sendo capaz de quantificar o elemento na ordem de ppt (COSTLEY et al.,
2000; CIZDZIEL; HINNERS; HEITHMAR, 2002; KINGSTON; CAIN, 2003).

A analise direta de mercurio envolve uma série de processos fisicos e quimicos
que culminam na deteccdo do mercurio por espectrometria de absorgcdo atdomica. A
sequéncia das etapas pode ser vista na Figura 13. Uma pequena quantidade da
amostra é colocada em um porta-amostra, fabricado em quartzo ou niquel, e
introduzida em um forno onde sofre uma decomposi¢cao térmica e € incinerada
levando a redugédo do mercurio e volatilizagdo. Essa forma reduzida do elemento é
presa seletivamente em um amalgamador de ouro que, em sequéncia, sofre um ultimo
aquecimento, a uma temperatura elevada, e libera o mercurio aprisionado. Por fim,
uma radiagao incide sobre o atomo e a quantidade de energia absorvida seletivamente
€ quantificada por um espectrometro (MELENDEZ-PEREZ; FOSTIER, 2013).
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Figura 13 - Esquema geral de funcionamento de um analisador direto de
mercurio (DMA-80) da Millestone
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Fonte: MILESTONE, 2018

As principais vantagens em relagado a técnicas analiticas convencionais como
espectrometria de absorgao atdbmica em forno de grafite ou em vapor frio, ICP-OES e
ICP-MS é que etapas de preparo da amostra relacionadas a decomposi¢cao da matriz,
solubilizacdo do analito e pré-concentracédo sdo dispensaveis por meio da técnica de

DMA em que a amostra € analisada diretamente na forma sdlida, liquida ou gasosa.
2.6 PLANEJAMENTO E OTIMIZAGAO DE EXPERIMENTOS

A realizagao de inumeros experimentos acaba sendo uma rotina na vida de
um pesquisador, principalmente quando ha interesse em monitorar a resposta de uma
ou mais variaveis envolvidas num processo produtivo ou analitico. Essa pratica acaba
tornando o trabalho bastante exaustivo, além de elevar os custos. Portanto, a agao de
planejar de forma sistematica um experimento é fundamental como etapa pré-
analitica, a fim de minimizar custos operacionais e alcangar os objetivos propostos
com conclusdes estatisticamente validas (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001).

No planejamento de um experimento, a definigdo das variaveis e das
respostas de interesse € o primeiro passo. As variaveis, também chamadas de fatores,
sao aquelas que o experimentador é capaz de controlar, como por exemplo,
temperatura, agitagdo, poténcia, dentre outros. (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001).
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Em uma analise elementar por ICP-OES varios parametros devem ser
controlados e otimizados, desde a etapa de preparo de amostras, que envolve a
digestdo assistida por micro-ondas, até os ajustes instrumentais do equipamento.
Para isso, o planejamento multivariado tem sido bastante empregado a fim de obter
as melhores condi¢des instrumentais para uma analise (SOUZA, 2017).

Os tipos principais de planejamento utilizados para essa finalidade sdo: o
planejamento fatorial completo, o planejamento composto central (Central Composite
Design - CCD) e a matriz de Doehlert (BEZERRA et al., 2008).

2.6.1 Planejamento fatorial completo

O planejamento fatorial completo (ou fracionario), de primeira ordem, é a
ferramenta empregada em estudos preliminares ou nas etapas iniciais de uma
otimizacdo. Nesse tipo de planejamento, representado pela férmula 2k em que k
corresponde ao numero de variaveis, cada fator € estudado apenas em dois niveis
simplificando o experimento e economizando recursos e tempo. Quando se tem
muitas variaveis a serem estudadas, ao invés de se aplicar o fatorial completo, é
possivel reduzir o numero de experimentos utilizando a matriz de planejamento
fracionario representada pela férmula: 2¢°, em que o p corresponde ao nuimero de
reducao no experimento. Por exemplo, quando se tem um estudo de 5 variaveis num
planejamento completo, sdo necessarios 2° = 32 experimentos, porém quando se
aplica o planejamento fracionario, é possivel reduzir para 2%' = 16, ou seja, pela
metade o numero de experimentos (BRENNER; ZANDER, 2000; NOVAES et al.,
2016).

Para estimar o erro experimental, o estudo deve ser feito sempre em duplicata
e analisado de forma aleatéria a fim de evitar resultados tendenciosos. Outra forma
de se determinar esse erro, € inserindo um ponto central 0 entre os niveis superior
(+1) e inferior (-1) que deve ser analisado em triplicata.

Esse tipo de planejamento € faciimente aplicado por ICP-OES, desde a etapa
pré-analitica de digestdo da matriz até o ajuste de parémetros instrumentais do
equipamento. Como exemplo, um estudo realizado por Souza e colaboradores (2019)
otimizaram as variaveis envolvidas na digestao por micro-ondas de amostras de ragao
de peixes. Empregando um planejamento fatorial fracionario 252 envolvendo as
concentragdes de acido nitrico e perdxido de hidrogénio, temperatura do forno, tempo

de digestdo e poténcia das micro-ondas foi possivel identificar as variaveis
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significativas no estudo e otimizar os parametros envolvidos na digestdo. No ajuste
6timo foram definidas as seguintes condigdes: 1 M HNO3, 5% m/m de H202, 400 Watts
de poténcia, 170 °C para a temperatura do forno de micro-ondas e duracédo de 20
minutos da digestdo (SOUZA et al., 2019).

A estratégia do planejamento fatorial também foi aplicada na otimizagao da
digestao assistida por micro-ondas de amostras de petréleo bruto para a determinagao
de niquel e vanadio. Um planejamento completo 23 avaliou a influéncia de trés
variaveis em dois niveis: volume de acido nitrico, peroxido de hidrogénio e
temperatura do forno. Nesse caso, as concentragdes dos dois elementos foram
utilizadas como resposta para o planejamento. Apos estabelecer as condigdes ideais,
foi aplicado um planejamento de segunda ordem, do tipo matriz de Doehlert, para
estabelecer os parametros instrumentais do equipamento (DOS ANJOS et al., 2018).

Outro trabalho desenvolvido por Correia e colaboradores (2017), empregou
ferramentas quimiométricas para otimizacdo de preparo de amostras para analise
elementar por ionizagdo por ICP. O estudo foi realizado em amostras de farinha de
mandioca, milho e trigo. Foram investigadas a combinagdo das concentragcbes de
acido nitrico e perdxido de hidrogénio na eficiéncia de decomposicdo da matéria
organica, por meio de um planejamento fatorial completo de dois niveis e o ponto
central em ftriplicata. O uso de maior concentragao de peroxido de hidrogénio (5%
m/m) como oxidante auxiliar na digestdo em combinagdo com uma pequena
concentragao de acido nitrico (2 M) demonstrou maior eficiéncia de decomposi¢cao da
matéria organica. Em seguida, 17 elementos foram determinados por ICP-OES e ICP-
MS apéds ajuste da vazao do gas de nebulizagdo e da poténcia de radiofrequéncia

utilizando um planejamento em trés niveis (CORREIA et al., 2017).
2.6.2 Planejamento composto central

Apés a etapa de triagem das variaveis, aquelas significativas sdo selecionadas
para um estudo mais completo, ja que o planejamento fatorial é limitado a um modelo
linear e nem sempre estabelece uma fungdo devidamente ajustada. Para isso,
utilizamos entre outras metodologias de superficie de resposta (MSR), o planejamento
composto central (CCD). O objetivo principal da MSR é determinar um polinémio que
descreve adequadamente o comportamento da resposta em funcdo das variaveis

dentro dos niveis experimentais definidos no projeto (BEZERRA et al., 2008).
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O CCD acrescenta pontos adicionais a um planejamento fatorial completo ou
fracionario. Esses pontos axiais, na forma de estrela, geram propriedades como
rotatividade ou ortogonalidade, permitindo o ajuste polinomial a fim de obter os
coeficientes do modelo quadratico (Figura 14). O numero de experimentos (N)

requerido para o planejamento usando o CCD é dado pela Equacgao 3.
N=2k+2k+n (3)

Em que k corresponde ao nuimero de varidveis estudadas; 2* refere-se ao
planejamento fatorial completo, 2K refere-se aos pontos axiais e n corresponde ao

numero de pontos centrais para estimativa do erro.

Figura 14 - Desenho representativo dos pontos axiais de um planejamento
composto central.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver, validar e aplicar um método analitico por ICP-OES para a
determinacgao de impurezas elementares em extratos vegetais consolidados na

fitoterapia brasileira.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver e otimizar parametros de procedimento para digestao assistida
por micro-ondas, bem como para ICP-OES na determinag¢ao de 24 elementos
em amostras de fitoterapicos.

Validar o procedimento de quantificacdo de 24 elementos em amostras
digeridas de extratos vegetais secos nos parametros de desempenho
preconizadas no capitulo geral USP<233>.

Aplicar o método desenvolvido e validado nas amostras digeridas dos extratos
secos selecionados: Maracuja (Passiflora incarnata), Guarana (Paullinia
cupana Kunth), Barbatiméo (Stryphnodendron adstringens) e
Kava-Kava (Piper methysticum).

Avaliar as concentragdes obtidas dos elementos por ICP-OES e buscar outras

técnicas de quantificagao, a exemplo de Mercurio, por meio de DMA.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Amostras

As amostras analisadas (Tabela 4) foram extratos vegetais secos de kava-kava
(Piper methysticum G. Forst), Maracuja (Passiflora incarnata), Guarana (Paullinia
cupana Kunth) e Barbatimao (Stryphnodendron adstringens). Os extratos secos foram

obtidos por doacéao de fabricantes de matérias-primas e de farmacias de manipulacao.

Tabela 4 - Dados das amostras de fitoterapicos na forma de extratos secos
analisadas no estudo.

Fitoterapico Nome cientifico Fabricante Parte da planta
Kava-kava Piper methysticum G. Forst Finzelberg Rizoma
Passiflora Passiflora incarnata Florien Flor
Guarana Paullinia cupana Kunth Infinit Semente
Barbatimdo  Stryphnodendron adstringens LCQ-FAFAR Casca

LCQ-FAFAR — Laboratério de controle de qualidade da Faculdade de Farmacia/UFMG

4.1.2 Substancias Quimicas de Referéncia (SQR)

Para a construcdo da curva analitica foram utilizados os padroes para
impurezas elementares de acordo com o guia ICH Q3D aplicavel para testes de
acordo com USP<232> e Farmacopeia Europeia, capitulo geral 5.20, todos do
fabricante Sigma-Aldrich.

e Padrido 1, traceCERT® da Sigma-Aldrich contendo os elementos: Ag (150
mg/L), As (15 mg/L), Cd (5 mg/L), Co (50 mg/L), Hg (30 mg/L), Ni (200 mg/L),

Pb (5 mg/L), Se (150 mg/L), Tl (8 mg/L), V (100 mg/L) em acido nitrico 12% v/v

e Padrio 2, traceCERT®da Sigma-Aldrich contendo os elementos: Au, Ir, Os, Pd,

Pt, Rh, Ru na concentragédo de 100 mg/L em &cido cloridrico 10% v/v.

e Padrido 3, traceCERT® da Sigma-Aldrich contendo os elementos: Ba (140

mg/L), Cr (1100 mg/L), Cu (300 mg/L), Li (55 mg/L), Mo (300 mg/L), Sb (120

mg/L), Sn (600 mg/L) em &cido nitrico 5% v/v e acido fluoridrico 0,5% v/v.
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4.1.3 Reagentes e outros materiais

Para a etapa de digestdo das amostras serao utilizados os seguintes reagentes

e materiais:

Acido nitrico concentrado 65%, marca EMSURE®, (Merck), purificado em um
destilador de acidos sub-boiling de quartzo DuoPUR® (Milestone).

Acido cloridrico concentrado 37% concentrado, p.a (Synth).

Perdxido de hidrogénio 30% concentrado, (Synth).

Agua ultrapura.

Tubos de centrifuga de polipropileno (15 e 50,0 mL) (Corning).

Pipetas automaticas com certificado de calibragdo RBC.

Vidraria comum de laboratorio.

Para a analise por ICP-OES foi utilizado gas argdnio com pureza de 99,9999%

(AirLiquid).

Todos os materiais de vidro e plastico empregados nas analises foram lavados

com agua, deixados em banho com Extran® MA 02 Neutro 5% v/v (Merck, Darmstadt,

Alemanha) por 48 h, enxaguados com agua ultrapurificada Mili-Q® (Merck) e

colocados em banho de acido nitrico 10% v/v por no minimo, 24 h.

4.1.4 Equipamentos

Balanga Analitica, modelo AL 500C (Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil);
Purificador de agua Milli-Q® modelo Direct-Q 3 (Millipore, MA, EUA);
Digestor de micro-ondas, modelo Mars 5 (CEM) — IGC/UFMG;

Analisador de carbono organico total, modelo TOC-L com detector dispersivo
infravermelho (NDIR) (SHIMADZU) — DESA/UFMG;

Espectrometro ICP-OES, Avio™ 200 (PerkinElmer, EUA) (Figura 15);
acoplado a amostrador automatico ASX-560, Teledyne (CETAC) — LAMIN-
CPRM,;

Analisador direto de mercurio (da sigla em inglés, Direct Mercury Analyzer -
DMA), modelo evo-80.
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Figura 15 - Espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado, modelo AVIO 500, Perkin Elmer, disponivel no Laboratério de
Analises Minerais — LAMIN em Caeté.

4.2 Métodos
4.2.1 Preparo das amostras para digestao

Para a digestdo, aproximadamente 20 g do pd seco e pulverizado de cada
extrato vegetal foram misturados e homogeneizados. Em seguida, pesaram-se
aproximadamente 250 mg do pool dos extratos secos dos fitoterapicos diretamente
para um tubo de PTFE apropriado para o digestor. A pesagem foi repetida mais 7
vezes. Adicionaram-se nos quatro primeiros tubos 7 mL de solugéo de acido nitrico 2
M e nos outros quatro tubos 7 mL de solugao de acido nitrico 7 M, conforme esquema
da Tabela 6. Os tubos foram deixados em repouso por 30 minutos e, apds esse tempo,
foi acrescentado 1 mL de peroxido de hidrogénio 35% v/v. Rapidamente, os tubos
foram fechados e colocados no carrilhdo do forno de micro-ondas para iniciar a

digestao.
4.2.2 Digestao acida assistida em forno de micro-ondas

Os ensaios de digestao assistida em forno de micro-ondas dos extratos secos
foram realizados no equipamento Digestor Mars 5 (CEM) disponivel no laboratério de
geoquimica ambiental (NGgA) do Centro de Pesquisa Manoel Teixeira da Costa
(CPMTC) do Instituto de Geociéncias da UFMG. Os tubos contendo as amostras

devidamente preparadas foram dispostos no carrilhdo do forno de micro-ondas. Os
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ensaios seguiram diferentes programas de aquecimento, conforme Tabela 5. Apds a
digestéo, a pressao interna de cada tubo foi cuidadosamente liberada, o digerido foi
transferido quantitativamente para o tubo Falcon de 50 mL e lavado por 3 vezes com
aproximadamente 5 mL de agua ultrapurificada. O tubo foi avolumado para 25 mL com

agua ultrapurificada.

Tabela 5 - Programa de aquecimento ajustado para a digestao das amostras no
digestor MARSS5 (CEM) para as amostras de fitoterapicos.

Step Tempo Temperatura Poténcia
1 0-10 min 0-120 °C 800 W
2 5 min 120 °C 800 W
3 0-5 min 140 °C 800 W
4 5minou10min 140 °C ou 180 °C 800 W

A eficiéncia da digestao por micro-ondas depende de ajustes paramétricos que
envolvem condi¢des de temperatura, tempo de digestdo e concentragéo do acido. A
fim de determinar quais as melhores condi¢des, foi realizado uma série de
experimentos por meio de um planejamento fatorial 23, em duplicata e os ensaios
efetuados de forma aleatoria. Os resultados obtidos foram manipulados no software
Statistica 6.0 (Statsoft, Tulsa, EUA) e no Microsoft Excel.

combinacgdes é mostrado na Tabela 6.

O esquema das

Tabela 6 - Planejamento fatorial completo 23 para otimizagao dos parametros
envolvidos na digestao.

Concentragao de

Experimento acido nitrico Temperatura Tempo
1 M (-)2 140 °C (-) 5 min (-)
2 7 M (+)° 140 °C (-) 5 min (-)
3 2M(-) 180 °C (+) 5 min (-)
4 7 M(+) 180 °C (+) 5 min (-)
5 2M(-) 140 °C (-) 10 min (+)
6 7M(+) 140 °C (-) 10 min (+)
7 2M(-) 180 °C (+) 10 min (+)
8 7 M (+) 180 °C (+) 10 min (+)

a: (- ), nivel inferior; b: (+), nivel superior das variaveis.
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As variaveis independentes definidas foram concentragdo molar do acido
nitrico, temperatura do forno e tempo de digestao. A resposta monitorada foi o teor de
carbono organico total (TOC/COT) obtido pelo analisador de carbono Shimadzu TOC-
L CPH com detector NDIR. Para a concentracdo molar de acido nitrico, foram
definidos os niveis alto e baixo como 7 M e 2 M, respectivamente. As temperaturas

foram 140 °C e 180 °C e o tempo variou em 5 e 10 minutos.
4.2.3 Otimizagao dos parametros instrumentais do ICP-OES

Para esse estudo, foi utilizado o digerido obtido do extrato seco de kava-kava
(Piper methysticum) adicionado de uma solugéo padrao multielementar contendo Mg
a 2 mg/L. Numa primeira etapa de triagem, foi realizado um planejamento fatorial
completo 24 em duplicata, para a investigagdo dos seguintes parametros
instrumentais: vazdo do gas de nebulizagdo e poténcia de radiofrequéncia como
variaveis numéricas e, tipo de visdo do plasma e tipo de nebulizador como variaveis
categodricas. Os niveis foram estabelecidos conforme Tabela 7. Como resposta, foram
obtidas as intensidades dos picos de Mg em duas linhas de emissédo Il e |
correspondentes a 280 nm e 285 nm, respectivamente, resultados esses ja obtidos

apo6s a multiplicagao pelo fator 1,8.

Tabela 7 - Definicao dos niveis dos parametros em estudo no ICP-OES.

Parametro Unidade Nivel maior (+) Nivel menor (-)
Vazao do gas de nebulizagao mL/min 0,8 0,4
Poténcia de Radiofrequéncia W 1450 1100
Tipo de visao - Axial Radial
Tipo de nebulizador - Ultrassonico Pneumatico

Baseado no estudo anterior, os parametros significativos e de maior influéncia
na resposta foram selecionados e por meio de um planejamento composto central
foram realizados experimentos para a otimizagao desses parametros. Nessa etapa,
os resultados experimentais foram conduzidos e avaliados por meio dos softwares
Statistica 6.0 (Statsoft, Julsa, EUA) e Microsoft Excel.
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4.2.4 Validagao do procedimento de analise elementar por ICP-OES
4.2.4.1 Linearidade

Construiu-se uma curva analitica multielementar dos analitos de interesse com
seis niveis de concentracdes, definidos com base na concentracao J conforme Tabela
8. Essa concentracao € calculada por meio da equacéo 4 que considera o limite de
exposicao diaria permitido (PDE) para via oral; a dose diaria maxima (MDD) do
fitoterapico e o fator de diluicdo. Para os fitoterapicos, foi considerado a MDD de 10
g/dia em razdo das varias formas de uso e diferentes posologias. O FD foi de 100,
considerando o preparo da amostra de 0,25 g do extrato diluido para 25 mL de solugao

final.
PDE

Concentragdo | = DD~ FD

(4)

Tabela 8 — Concentragcao J obtida para cada elemento com base no PDE, MDD

e FD.
PDE Concentragao J

Elemento Classe (ug/dia) (ug/L)
Cadmio 1 5 5
Chumbo 1 5 5
Arsénio 1 15 15
Mercurio 1 30 30
Cobalto 2A 50 50
Vanadio 2A 100 100
Niquel 2A 200 200
Talio 2B 8 8
Ouro 2B 100 100
Paladio 2B 100 100
Iridio 2B 100 100
Osmio 2B 100 100
Rodio 2B 100 100
Ruténio 2B 100 100
Selénio 2B 150 150
Prata 2B 150 150
Platina 2B 100 100
Litio 3 550 550
Antimonio 3 1200 1200
Bario 3 1400 1400
Molibdénio 3 3000 3000
Cobre 3 3000 3000
Estanho 3 6000 6000
Cromo 3 11000 11000
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As dilui¢cées finais foram feitas a partir de solu¢des padrao estoque descritas a
sequir.

e Solucdo padréo estoque 1 (SE1): pipetaram-se 2,5 mL do padrao 1 (Ag, As,

Cd, Co, Hg, Ni, Pb, Se e V) para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o
volume com agua ultrapurificada. As concentragdes obtidas foram as seguintes: Ag
(7,5 mg/L), As (0,75 mg/L), Cd (0,25 mg/L), Co (2,5 mg/L), Hg (1,5 mg/L), Ni (10 mg/L),
Pb (0,25 mg/L), Se (7,5 mg/L), Tl (0,4 mg/L), V (5 mg/L). Essa solugdo padrao estoque
foi preparada em ftriplicata.

e Solucdo padréo estoque2 (SE2): pipetaram-se 2,5 mL do padréo 2 (Au, Ir, Os,

Pd, Pt, Rh e Ru) para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com
agua ultrapurificada, obtendo-se a concentracédo de 5 mg/L para os elementos citados.
Essa solucao padrao estoque foi preparada em triplicata.

A partir das solugdes padrao estoque 1 e 2 e com o padrao 3, foram preparados
0s seis niveis da curva analitica em triplicatas auténticas com as respectivas diluicoes
(Tabela 9). Os volumes pipetados foram transferidos para baldo de 10 mL, pipetaram-
se 0,4 mL de peroxido de hidrogénio, 2,8 mL de acido nitrico 2 M e finalmente os
balbes foram avolumados até o menisco com agua ultrapurificada. As concentracoes

finais obtidas estido descritas na Tabela 10.

Tabela 9 - Volumes pipetados para a construgao da curva analitica.

Solugido El Volume da aliquota (mL)
diluida ementos 025J 05J 0,75J 1J 1,25J 1,5J
SE1 Ag, As, Cd, Co, Hg, Ni, Pb, 005 0.1 015 02 025 03
SeeV

SE2 Au, Ir, Os, Pd, Pt, RheRu 0,05 0,1 015 0,2 0,25 0,3
P3 Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sbe Sn 0,025 0,05 0,075 0,1 0,125 0,15
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Tabela 10 - Curva analitica com seis niveis de J e as concentragodes finais.

Concentracao final (ug/L)

Analito =0 T 054 0754 1J 125J 154
Cadmio 1,25 25 3.75 5 6.25 75
Chumbo 1,25 25 3,75 5 6,25 75
Arsénio 3,75 75 11,25 15 1875 225
Mercurio 7,5 15 22,5 30 37,5 45
Cobalto 125 25 37,5 50 62,5 75
Vanadio 25 50 75 100 125 150
Niquel 50 100 150 200 250 300
Selénio 37.5 75 1125 150 1875 225
Prata 37.5 75 1125 150 1875 225
Talio 2 4 6 8 10 12
Platina 25 50 75 100 125 150
Ouro 25 50 75 100 125 150
Paladio 25 50 75 100 125 150
Iridio 25 50 75 100 125 150
Osmio 25 50 75 100 125 150
Rodio 25 50 75 100 125 150
Ruténio 25 50 75 100 125 150
L itio 1375 275 4125 550 6875 825
Antiménio 300 600 900 1200 1500 1800
Bario 350 700 1050 1400 1750 2100
Molibdénio 750 1500 2250 3000 3750 4500
Cobre 750 1500 2250 3000 3750 4500
Estanho 1500 3000 4500 6000 7500 9000
Cromo 2750 5500 8250 11000 13750 16500

As solugdes finais foram analisadas aleatoriamente no equipamento e as
intensidades dos picos de cada analito foram registradas para a construgdo das
curvas de calibracdo. Foi realizada inicialmente uma analise visual de cada curva
obtida verificando a presenca de outilers pelo teste de Jacknife. Apds tratamento de
outilers foram obtidos os coeficientes de determinagdo R2?. Em seguida, foram
verificadas as premissas de regressao linear: normalidade dos residuos pelo método
de Ryan-Joiner, independéncia pelo método de Durbin-Watson e a
homoscedasticidade pelo teste de Levene modificado. Por fim, foi testada a
adequacao do modelo matematico de regressdo linear simples pela analise de
variancia (ANOVA) onde foram calculados os valores F para a regresséo e falta de
ajuste (desvio da linearidade). Para facilitar o tratamento dos resultados, os dados
obtidos no software do equipamento foram exportados para planilha eletrénica do
Excel (DE SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).
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4.2.4.2 Exatidao

A exatidao, verificada por meio da recuperacgao foi avaliada pelo método de
adicdo de padrdo multielementar em trés niveis de concentragdo dos analitos
correspondente aos valores 0,5 J; 1,0 J e 1,5 J. Para trés tubos de PFA contendo as
amostras pesadas com os reagentes adicionados prontas para a digestdo por micro-
ondas, foram pipetados das solugdes padrao estoque 1 e 2 volumes de 250; 500 e
750 uL, respectivamente, correspondendo as concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5 J dos
referidos elementos. Da solugao padrao 3 foram pipetados 125, 250 e 375 L, também
correspondente a 0,5; 1,0 e 1,5 J. Esses preparos foram realizados em triplicata. Os
resultados do teste de exatiddo do procedimento foram expressos em porcentagem
de recuperacdo dos analitos adicionados ao extrato pré-digestdo. A USP<233>

estabelece que a faixa de recuperacao deve ser de 70-150% do analito adicionado.
4.2.4.3 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

A repetitividade foi avaliada por meio do desvio padréao relativo (DPR) obtido na
determinacdo dos elementos adicionados na concentragédo de 1 J nas amostras
preparadas independentes (n = 6). As solugbes amostras foram preparadas
pipetando-se 500 uL das solucdes padréao estoque 1 e 2 e 250 pL do padréo 3 nos
tubos Falcon contendo os digeridos obtidos. Em seguida, completou-se o volume para
25 mL com agua ultrapurificada.

A precisao intermediaria foi avaliada por meio do desvio padrao relativo (DPR)
obtido na determinacdo dos elementos adicionados na concentracdo de 1 J em 6
amostras preparadas adicionalmente ao ensaio da repetibilidade (n = 12). O preparo
se deu da mesma forma, porém as diluicoes foram realizadas por diferentes analistas

e analisadas em dias diferentes.

4.2.4.4 Limites de detecgao e quantificagao

O calculo do limite de deteccdo foi realizado adotando-se o conceito da
concentragao equivalente de sinal de fundo (background equivalent concentration -
BEC), que se refere a concentragdo do analito que produz um sinal equivalente a
intensidade de emissao do fundo para a linha medida (THOMSEN, 2003). Para esse
calculo foi considerado a concentracao de cada analito referente a 0,5 J como pode

ser visto na Equacao 5.
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CO,S] SBR = 10,5] - Ibranco

BEC =
SBR Ibranco

Em que: BEC é a concentracdo equivalente de sinal de fundo; Coss € a
concentracao do analito referente a 0,5 J; SBR € a razao do sinal do analito pelo sinal
de fundo; lo,ss é a intensidade do sinal correspondente a concentragéo de 0,5 J do
analito e loranco € a intensidade do sinal correspondente ao branco.

Por sua vez, o limite de deteccado foi calculado pela Equagao 6 a seguir, em
que: LD é o limite de deteccdo em pg/L € RSDbranco € 0 desvio padrao relativo obtido

em dez leituras independentes do branco analitico.

3 xRSDbranco XBEC
100

LD = (6)
O limite de quantificagdo pode ser calculado a partir do limite de detecgao

conforme a Equacgéao 7
LQ =3,3 XLD (7)

4.2.5 Aplicacao da analise de impurezas elementares nos extratos vegetais por

ICP-OES em extratos vegetais

A partir das condigdes otimizadas nas etapas de preparo de amostras e
adequacao do sistema instrumental, as amostras dos extratos das quatro espécies
vegetais foram preparadas em triplicata e analisadas no ICP-OES.

Pesaram-se aproximadamente 250 mg do extrato seco diretamente para o tubo
de digestdo. Em seguida adicionaram-se 7 mL de uma solugao de acido nitrico 2 M
deixando a amostra em repouso por aproximadamente 30 minutos. Apds esse tempo,
adicionou-se 1 mL da solugao de perdxido de hidrogénio 30%. Fechou-se o tubo com
a tampa rosqueada e colocou-se no carrilhdo do digestor de micro-ondas. O programa
de aquecimento foi ajustado para atingir uma temperatura maxima de 180 °C e a
digestao ocorrer por 10 minutos. Apds o término, aguardaram-se aproximadamente 2
horas para resfriamento dos tubos que cuidadosamente foram abertos para alivio da
pressao. O digerido foi transferido quantitativamente para o tubo Falcon de 50 mL e
avolumado para 25 mL. Os tubos foram alocados no amostrador automatico e o

espectrometro ajustado conforme as configuragbes da Tabela 11.
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Tabela 11 - Condi¢coes operacionais do ICP-OES para a determinagao de
impurezas elementares nos extratos de fitoterapicos.

Parametros instrumentais Condigao
Vis&o da tocha Axial
Tipo de Nebulizacao Ultrassénica
Diametro interno da tocha (mm) 2
Gerador de radiofrequéncia (MHz) 40
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1250
Vazao do gas de plasma (L/min) 15
Vazao do gas de nebulizagéo (L/min) 0,45
Vazao do gas auxiliar (L/min) 0,2
Taxa de aspiragado da amostra (mL/min) 1,5
Source equilibration delay (s) 15

4.2.6 Determinagcao de mercurio nos extratos vegetais pelo DMA

Como etapa preliminar, foram realizadas as limpezas de todas as barcas de
niquel através da queima no equipamento. Em seguida, foi preparada uma solugao
padrao de mercurio na concentragao 2,5 ppb, a partir da pipetagem de 62,5 uL de
uma solucado padrdo de mercurio 1 ppm para um baldo de 25 mL completando o
menisco com agua ultrapurificada. Desta solugdo foram pipetados para cada barca,
diferentes volumes conforme podem ser vistos na Tabela 12 para a construgao da
curva analitica. Foram pesadas aproximadamente 0,1000 g dos extratos secos dos
fitoterapicos pulverizados para as barcas de niquel e colocadas no amostrador. A
amostra € inicialmente seca a 200 °C por 2 min e em seguida sofre decomposigéo a
800 °C por 1,5 min. Apdés um intervalo de tempo de 1 minutos, o mercurio aprisionado

no amalgamador de ouro ¢ liberado e quantificado em 254 nm.

Tabela 12 - Dados para construgao da curva analitica de baixa concentragao de
mercurio (célula 0) no DMA

Ponto n° Massa de Hg (ng) Peso teérico (g) Volume (uL)

1 0,125 0,05 50
2 0,25 0,1 100
3 0,375 0,15 150
4 0,5 0,2 200
5 0,75 0,3 300
6 1 0,4 400
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Avaliacao dos digeridos obtidos na digestao

Os digeridos resultantes das amostras homogeneizadas dos extratos secos de
cada fitoterapico foram analisados visualmente quanto a cor e a presenca de
precipitados solidos a fim de avaliar qualitativamente as melhores condigbes
experimentais de concentragao (2 M ou 7 M) de acido nitrico, temperatura e tempo de
digestdo, conforme esquematizado na Figura 16.

Figura 16 - Esquema do procedimento para otimizagao da digestao por micro-
ondas

=4140 °C
4180 -

| 250mgdos | = -

| mg dos |

I extratos vegetais ! » + ‘ 30 min » im
| .

L . \

em mistura

Observou-se visualmente que os experimentos 1 (C=2M; T=140°Cet=5
min) e 5 (C =2 M; T =140 °C e t = 10 min) e suas replicatas foram os que
apresentaram menor eficiéncia na digestdo devido a presencga de residuo solido néo
digerido e coloragdo mais escura da solugdo, como mostra a Figura 17. Os
experimentos 4 (C=7M; T=180°Cet=5min)e8(C=7M; T=180°Cet=10
min) visivelmente tiveram melhor desempenho e uma digestdo mais eficiente com
maior clareamento da solu¢do. Contudo, apds repeticdo nestas condi¢des, detectou-
se a presenca de um precipitado branco em pequena quantidade como mostrado na

Figura 18.
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Figura 17 - Pool de amostras digerido em forno de micro-ondas

Para identificar a origem do precipitado, foi realizada uma digestdo acida em
cada amostra de fitoterapico, separadamente nas condigdes do experimento 8
descritos na Tabela 13. As amostras dos fitoterapicos de Maracuja, Guarana e
Barbatimdo foram totalmente digeridas sem formagéo de precipitado, como é
mostrado na Figura 18, enquanto a Kava-kava apesar de formar um sobrenadante
clarificado, evidenciando boa digestao, apresentou uma pequena quantidade de corpo
de fundo fino e branco.

O precipitado contido nesse tubo foi separado por centrifugagdo e o
sobrenadante descartado. Em seguida, foi colocado em estufa para secagem a
105 °C e o p6 muito fino e esbranquigado obtido pareceu tratar-se de material silicato,
conhecido como fitélito (NAWAZ et al., 2019). Para confirmar essa hipétese, foi
testada a sua solubilizagao em acido fluoridrico 1 M e em hidréxido de soédio 1,5 M. O
po dissolveu-se completamente em ambos os tubos e apresentou estrutura amorfa
quando foi submetido a analise por difragdo de raios-X. Procedimento semelhante,
empregando solugdo de hidroxido de sodio 1,5 M foi proposto por Barros e
colaboradores (2016) para digestdao completa de folhas de cana-de-agucar em micro-
ondas, planta essa que contém concentragdes elevadas de silica. Apesar da
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possiblidade de solubilizagado do precipitado utilizando hidréxido de sédio com uma
etapa subsequente de neutralizagcdo com acido nitrico, optou-se pelo descarte do
precipitado ndo digerido e analise elementar do sobrenadante obtido na amostra de

Kava-kava.

Figura 18 - Amostras digeridas dos extratos secos de cada fitoterapico (1-
Passiflora incarnata, 2-Paullinia cupana Kunth, 3-Stryphnodendron
adstringens, 4-Piper methysticum) com evidéncia ao precipitado formado

5.2 Otimizagao das variaveis envolvidas na digestdao por micro-ondas

Por meio de um planejamento fatorial completo 23 em duplicata, foi feito o
estudo de trés variaveis (x1-concentragéo do acido nitrico, xo-temperatura do forno, xs-
tempo de digestdo) envolvendo a digestdo acida assistida por micro-ondas para
determinar a influéncia de cada parametro no processo. A eficiéncia da digestao foi
verificada através da obtengdo da concentragao porcentual de TOC/COT na amostra
digerida. Na Tabela 13 esta demonstrada a matriz de planejamento utilizada com os
resultados de TOC/COT obtidos nos experimentos.
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Tabela 13 - Resultados de teor de carbono orgéanico total (TOC/COT) de
digestao acida assistida por micro-ondas dos extratos secos dos fitoterapicos
na matriz de planejamento fatorial completo 23 em duplicata

X1 X2 X3 Y
Experimento Concentragio Temperatura Tempo de
do acido (gM) do fcfrno (°C) digeste"‘\)o (min) TOC/COT (%)
1 2 140 5 30,75
2 7 140 5 22,36
3 2 180 5 20,86
4 7 180 5 14,70
5 2 140 10 31,20
6 7 140 10 22,86
7 2 180 10 11,63
8 7 180 10 10,60
9 2 140 5 29,21
10 7 140 5 22,34
11 2 180 5 21,11
12 7 180 5 13,79
13 2 140 10 29,56
14 7 140 10 22,05
15 2 180 10 11,30
16 7 180 10 12,08

Observa-se que o0s experimentos da duplicata 8 e 16 foram os que
apresentaram menor percentual de carbono orgéanico total no digerido, similarmente a
duplicata 7 e 15 e, portanto, melhor eficiéncia na digestdo das amostras. Contudo,
pretende-se avaliar também a influéncia individual e de interagdo das variaveis
estudadas, a fim de propor uma condigcao experimental otimizada e compativel com o
ICP para a andlise elementar dos extratos digeridos.

A partir das respostas geradas no planejamento fatorial completo, foram
calculados os efeitos principais e de interagdo, bem como os erros experimentais. Os
efeitos significativos foram analisados com 95% de confianca por meio do erro
experimental e do teste t com 7 graus de liberdade (g.l.). Na Tabela 14 apresentam-

se os resultados obtidos.
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Tabela 14 - Significancia dos efeitos principais e de interagao das variaveis
estudadas na digestao acida, para otimizagao de condigdes experimentais.

Fatores Efeito Erro padrao Valor-t P
Médial/intersecgao 20,4000 0,186535 109,3628 0,000000
X1-Concentracdo do acido  -5,6050 0,373070 -15,0240 0,000000
Xo-Temperatura -11,7825 0,373070 -31,5825  0,000000
Xs3-Tempo de digestao -2,9800 0,373070 -7,9878  0,000044
Efeito de interagéo 1-2 2,1725 0,373070 5,8233 0,000395
Efeito de interagdo 1-3 1,5800 0,373070 4,2351 0,002856
Efeito de interagdo 2-3 -3,2325 0,373070 -8,6646  0,000024
Efeito de interagao 1-2-3 1,7275 0,373070 4,6305 0,001687

De forma conjunta, os valores dos efeitos principais, expressos na Tabela 14,
das variaveis (X1-concentragdo do acido, Xo-temperatura do forno e Xs-tempo de
digestéo) foram significativos e negativos indicando que o aumento nessas variaveis
leva a diminuigao dos teores de carbono organico residual, ou seja, contribui para uma
melhor eficiéncia de digestdo. Na Tabela 15, é possivel ver a ordem de influéncia dos
efeitos. A temperatura do forno foi o fator mais relevante para resposta e maior do que
a concentragao e o tempo. Isso porque a temperatura fornece a energia de ativacao
necessaria para que a reagcao de oxidagao ocorra. Sendo assim, ela € um parametro
de controle fundamental na digestdo de amostras organicas. Também foram avaliados
os efeitos de interagdo entre as variaveis que se mostraram significativos, embora

alguns sao positivos para a resposta, levando a menor eficiéncia de digestao.

Tabela 15 - Distribuicao normal padronizada dos efeitos das variaveis
estudadas na digestao acida assistida por micro-ondas.

Efeitos Valor Ordem Ponto central Z
1 -5,605 2 0,227273 -0,75
2 -11,7825 1 0,090909 -1,34
3 -2,98 4 0,5 0,00
12 2,1725 7 0,909091 1,34
13 1,58 5 0,636364 0,35
23 -3,2325 3 0,363636 -0,35
123 1,7275 6 0,772727 0,75

Utilizando analise de variancia (ANOVA) com probabilidade estatistica

(p=0,05), foi construido o grafico de Pareto dos efeitos padronizados (Figura 19).
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Pode-se observar que as trés variaveis estudadas foram estatisticamente
significativas por apresentarem os efeitos padronizados a direita da linha vermelha.
Os valores negativos para os efeitos indicam que ha uma relagdo inversa entre as
variaveis e a resposta, ou seja, 0 aumento da concentragédo do acido, da temperatura
e do tempo de extragdo implica na redugao do carbono organico total, indicando
melhor eficiéncia de digestdo. Nota-se também que a temperatura foi a variavel que

exerce maior influéncia na resposta seguida da concentragédo do acido nitrico.

Figura 19 - Grafico de Pareto dos efeitos padronizados

Grafico de Pareto dos efeitos padronizados
Resposta: % C

(2) Temperatura -—31;51;
{1) Concentracdo do acido | -15,024
Interacao 2-3 -8,66459
(3) Tempo de extracdo -7, 98778
Interacdo 1-2 | 5,823303
Interacdo 1-2-3 4 630498
Interacdo 1-3 | 4,23513
. g .

Efeitos padronizados estimados

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada para validagdo do modelo
matematico desenvolvido. Os valores sao apresentados na Tabela 16. O teste F foi
aplicado para avaliar a significancia da regressao e obteve-se um Fcaic = 493,4 >F4,11)
= 3,35 (tabelado), indicando que o modelo é estatisticamente adequado. Também se
avaliou a distribuicdo dos residuos através do erro puro e da falta de ajuste obtendo-
se um Fcaic = 1,096E-28 < F (3,8) = 4,066 (tabelado). Nesse caso, um F calculado menor

que o F tabelado indica auséncia de falta de ajuste no modelo.
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Tabela 16 - Anadlise de variancia (ANOVA) e validagao do modelo matematico

proposto

Fatores sSQ gl MQ Fcalculado ~ Ftabelado
X1-Concentracdo do acido  125,6641 1 125,6641 225,7202
X2-Temperatura 555,3092 1 555,3092 997,4570
Xs-Tempo de extragéo 35,5216 1 35,5216 63,8046
Interacéo X1-2 18,8790 1 18,8790 33,9109
Interacéo X1-3 9,9856 1 9,9856 17,9363
Interacao Xo-3 41,7962 1 41,7962 75,0752
Interacéo X1-2-3 11,9370 1 11,9370 21,4415
Regressao 799,0928 4 199,7732 493,4000 3,3567
Residuos 4,4538 11 0,4049
Falta de ajuste 1,83E-28 3 6,1E-29 1,096E-28 4,06618
Erro puro 44538 8 0,5567
TOTAL 803,5466

A equacéo polinomial do modelo ajustado e validado é descrita abaixo:

Z =20,8485 + 2,747C + 0,083325T - 0,0301CT - 0,9792tC - 06342tT + 0,00691CTt
+ 67,368, sendo C = concentracdo do acido nitrico; T = Temperatura do fornoe t =
tempo de digestao.

Apos a validagdo do modelo matematico, foi possivel gerar os graficos de
superficie de resposta e contorno para as variaveis estudadas a fim de avaliar a
influéncia de cada uma delas na resposta em TOC/COT.

No primeiro grafico de superficie de resposta (Figura 20), relacionando as
variaveis concentragcdo e temperatura em um tempo de digestdo fixo de 7,5 min,
percebe-se no grafico tridimensional uma elevada inclinagdo ao longo do eixo da
temperatura, demonstrando que essa variavel tem uma alta influéncia na resposta. Ja
no eixo concentragao do acido, observa-se uma ligeira inclinagdo indicando que essa
variavel exerce uma baixa influéncia na resposta. Ou seja, em termos praticos, é
possivel combinar uma temperatura fixa de 180 °C com um tempo de digestdo de 7,5
min e variar a concentracdo do acido, desde o mais diluido, 2 M, até o mais
concentrado 7 M, obtendo uma porcentagem de carbono residual em torno de 10%
v/v, desejavel para analise por ICP-OES. Em uma outra viséo, bidimensional (Figura
21), observamos com detalhes a faixa verde que se estende de uma concentragéo de
acido2 Maté 7 M.
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Figura 20 - Grafico de superficie de resposta para as variaveis concentragao do
acido e temperatura do forno de micro-ondas em um tempo fixo de 7,5 minutos.
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Figura 21 - Grafico de contorno para as variaveis concentragao do acido e
temperatura do forno de micro-ondas, em um tempo fixo de 7,5 minutos.

Grafico de Contorno
Concentracao X Temperatura
Tempo fixo: 7,5 min

185
180
175
170
o 165
3
i
T 160
(=
=
& 155
150
145 -
M <32
140 - 2s
] <24
135 <20
1 2 3 4 5 6 7 8 g < 16

Concentracéo do acido M <12




73

Para analisar graficamente a influéncia de interagdo das variaveis concentragao
do acido e tempo de digestao na resposta, foi fixada a temperatura média de 160 °C
e gerados os graficos de superficie de resposta e contorno, Figuras 22 e 23
respectivamente. Em comparagdo ao grafico anterior, verificou-se uma menor
inclinagdo de ambos os eixos concentragdo e tempo de digestdo, confirmando uma

menor influéncia dessas variaveis na oxidagao do carbono organico.

Figura 22 - Grafico de superficie para as variaveis: concentragao do acido e
tempo de digestao, em uma temperatura fixa de 160 °C.
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No grafico da Figura 23, verifica-se que a regido de menor porcentagem de
carbono residual correspondente a faixa verde escuro é restrita a uma pequena area
do grafico, mostrando que é necessario trabalhar com concentragdes de acido nitrico
bem altas, em torno de 6 e 7 M, para se alcancar um nivel de resposta adequado no
experimento com temperatura fixa de 160 °C.
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Figura 23 - Grafico de contorno para as variaveis: concentragao do acido e
tempo de digestao em uma temperatura fixa de 160 °C.
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Em outra analise quimiométrica, fixando-se a concentragcao do acido em 4,5 M,
avaliou-se visualmente a influéncia de interacdo das variaveis tempo de digestao e
temperatura do forno nos graficos nas Figuras 24 e 25 Nota-se também uma
inclinagdo pronunciada no eixo da temperatura em comparagédo a inclinagao da
superficie ao longo do eixo da variavel tempo de digestdo. Isso mostra que o tempo é
uma variavel pouco significativa na eficiéncia de digestdo da amostra, quando

comparado a influéncia das outras variaveis.



Figura 25 - Grafico de superficie para as variaveis: tempo de digestao e
temperatura em uma concentragao de acido fixaem 4,5 M
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Figura 24 - Grafico de contorno para as variaveis: tempo de digestao e
temperatura em uma concentragao de acido fixaem 4,5 U
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Para concluir o estudo das variaveis concentragao do acido, tempo de digestao
e temperatura do forno envolvidas na digestdo assistida por micro-ondas obtendo a
melhor combinacado desses parametros para a resposta de interesse, foi aplicada a
fungéo desejabilidade do software Statistica®. Foi estabelecido o valor étimo igual a
1 na regiao de menor porcentagem residual de carbono organico com o uso fixo de
acido nitrico 2 M e variando-se as condi¢des de temperatura e tempo de digestdo. Na
Figura 25 foi representado o grafico da superficie de resposta da fungéo
desejabilidade. E possivel apontar uma pequena regido em vermelho que
corresponde a faixa desejavel, em que se obtém a melhor resposta. Esta faixa
corresponde a combinacado de uma temperatura de 180 °C com um tempo de digestao
de 10 minutos empregando-se a menor concentragdo de acido nitrico 2 M, na

presencga de peréxido de hidrogénio 30% v/v como oxidante auxiliar.

Figura 26 - Grafico de superficie da fungao desejabilidade para identificagao da
regiao 6tima de maior eficiéncia dos parametros na digestao assistida por
micro-ondas.
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baixas concentragcbes de acido que parece ser potencializada com o aumento da
temperatura e do tempo em sistema fechado assistido por micro-ondas. Araujo e
colaboradores (2002) também demonstraram a eficiéncia de digestdo micro-ondas em
amostras de Paspalum utilizando baixas concentragdes de acido nitrico auxiliado por
perdéxido de hidrogénio.
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O emprego de solugdes diluidas, com baixa concentragao de acido, na digestao
assistida por micro-ondas € uma maneira nao sé de reduzir custos na compra de
acido, mas também no desgaste de componentes do equipamento, aumentando sua
vida atil (ARAUJO et al., 2002). Outra vantagem é a diminuicdo da exposicdo

ocupacional quando se trabalha com acidos corrosivos em solu¢des mais diluidas.
5.3 Avaliagao da influéncia de parametros instrumentais do ICP-OES

O ajuste instrumental das condi¢des envolvidas na analise elementar por ICP-
OES é necessario para garantir resultados satisfatorios em termos de intensidade do
sinal espectral. Por isso, os parametros relacionados a vazao do gas de nebulizacéo,
poténcia de radiofrequéncia, tipo de nebulizador e visao foram estudados inicialmente
por meio de um planejamento fatorial completo 24.

A definicdo dos niveis dos parametros estudados se deu em fungao da rotina
empregada no laboratério e de dados da literatura. Para a vazdo do gas de
nebulizagao foi escolhido como nivel maior 0,8 mL/min, valor utilizado na analise
elementar de rotina em amostras de aguas superficiais e subterraneas. Contudo,
dados da literatura apontam que uma vazdo em torno de 0,5 mL/min leva a uma
resposta melhor, por isso, definiu-se como nivel menor o valor de 0,4 mL/min (SILVA;
BACCAN; NOBREGA, 2003). A poténcia de RF teve como nivel maior o valor de 1450
W, pois além de ser comum na rotina ja estabelecida, ndo excede o valor limite de
1500 W, que deve ser evitado para diminuir o desgaste da tocha e de outros
componentes do equipamento. A influéncia do tipo de visdo também foi considerada
no planejamento, ja que em concentragcdes mais elevadas, a visdo radial também
fornece sinais intensos. Além disso, os tipos de nebulizadores ultrassénico e
pneumatico foram considerados no estudo, pois influenciam na formacgao da névoa e
direcionamento para a tocha, impactando diretamente no sinal. Na Tabela 17 consta
a matriz completa do planejamento para estimativa do erro com os resultados de

Razao Mgll/Mgl obtidos em duplicata.
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Tabela 17 - Resultados em razao de Mgll/Mgl obtidos no planejamento fatorial
24 para monitoramento das variaveis: 1-vazio do gas de nebulizacado (G), 2-
poténcia de radiofrequéncia (P), 3-tipo de nebulizador (N) e 4-modo de visdo

(V).
] Variaveis Razao Mgll/Mgl
Ensaio ~4'g) 2 (P) 3 (N) 4(V) Rep1 Rep2 Média
1 0,4 1100 Pneumatico Axial 7,54 7,57 7,56
2 0,8 1100 Pneumatico Axial 6,72 6,77 6,75
3 0,4 1450 Pneumatico Axial 8,80 8,84 8,82
4 0,8 1450 Pneumatico Axial 9,21 9,17 9,19
5 0,4 1100 Ultrassonico Axial 4,99 5,10 5,04
6 0,8 1100 Ultrassonico Axial 5,45 5,44 5,45
7 0,4 1450 Ultrassonico Axial 5,39 5,41 5,40
8 0,8 1450 Ultrassonico Axial 6,50 6,57 6,54
9 0,4 1100 Pneumatico Radial 11,93 11,83 11,88
10 0,8 1100 Pneumatico Radial 11,11 11,04 11,07
11 0,4 1450 Pneumatico Radial 13,40 13,42 13,41
12 0,8 1450 Pneumatico Radial 13,20 13,17 13,18
13 0,4 1100 Ultrassbnico  Radial 6,40 6,44 6,42
14 0,8 1100 Ultrassonico Radial 6,26 6,25 6,26
15 0,4 1450 Ultrassonico Radial 8,07 8,02 8,04
16 0,8 1450 Ultrassonico Radial 7,83 7,80 7,81

Como o estudo envolveu variaveis nominais, ndo foi possivel efetuar os

calculos para ANOVA. Contudo, foram obtidos os graficos abaixo (Figuras 27 e 28)

que possibilitam uma analise visual comparativa da resposta em razao de Mg I/l para

o tipo de nebulizador e tipo de visdo empregados no estudo.



Figura 27 - Resultados em razao de Mgll/Mgl obtidos com o nebulizador
pneumatico variando a poténcia de radiofrequéncia, vazao do gas de
nebulizagao e modo de visao da tocha.
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Figura 28 - Resultados em razdao de Mgll/Mgl obtidos com o nebulizador
ultrassonico variando a poténcia de radiofrequéncia, vazao do gas de
nebulizagdao e modo de visao.
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Comparando os dados obtidos, verifica-se que maiores valores de razdo de Mg
foram obtidos nos experimentos usando o nebulizador pneumatico (concéntrico com
camara de nebulizagdo ciclénica) do que com o nebulizador ultrassénico. Este
resultado indica que a nebulizagao ultrassdnica sofre mais influéncia da matriz que
reduz a intensidade de emissao das linhas espectrais. Uma possivel explicagéo é de
que devido a menor quantidade de solvente nebulizador, juntamente com os analitos,
a excitacdo atdbmica torna-se mais sensivel a outros componentes da matriz. Tal
informacdes dados corroboram com o estudo comparativo desenvolvido por
BORKOWSKA-BURNECKA e colaboradores (2006) e mostram que apesar do
nebulizador ultrassénico diminuir a robustez do plasma em comparagédo ao do modo
convencional, ele aumenta a eficiéncia de transporte do analito, melhorando a
sensibilidade. Por isso, foi escolhido o nebulizador ultrassbnico para analisar as
amostras favorecendo a maior sensibilidade em detrimento ao sinal de fundo devido
a matriz.

Em relagcdo ao modo de visdo, axial ou radial, maiores razdes de Mgll/Mgl foram
obtidas pelo modo radial. Apesar do modo axial ter uma maior sensibilidade, ele é
mais susceptivel a interferéncias da matriz, principalmente na presenca dos
chamados elementos facilmente ionizaveis - EIE (do inglés, Easily lonized Elements)
(BRENNER; ZANDER, 2000). Por isso, o0 modo radial se mostrou-se mais robusto,
como evidenciado no segundo conjunto de colunas nos histogramas das Figuras 27 e
28. Entretanto, em condicdes otimizadas do plasma estas diferencas de razbées de
Mgll/Mgl, obtidas em ambos os modos de visdo, podem ser atenuadas possibilitando
a configuragdo em modo axial para quantificar elementos em concentragdes muito
baixas.

A poténcia de radiofrequéncia aplicada mostrou uma relagdo direta com o
aumento das razdes de Mg. Quando foi aplicada uma poténcia de 1100 Watts (W), os
valores obtidos se mantiveram, em sua maioria, abaixo de 8, indicando uma baixa
eficiéncia do plasma. Ja quando aplicado uma poténcia de 1450 W, a maioria dos
experimentos se mostrou bastante robusto, com valores até acima de 13. Esta
influéncia positiva da poténcia de RF na razdo de Mg esta relacionada a energia
aplicada, ou seja, quanto maior essa energia, menor & a interferéncia de matriz
provocada pela amostra. Contudo, valores préoximos ao limite de poténcia de RF, 1500
W, devem ser evitados na rotina, a fim de reduzir o desgaste da tocha aumentando a
vida util desse componente (DUBUISSON et al.; 1998)
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Outro parametro observado foi a vazao do gas de nebulizagdo. Foi observado
que para a maioria dos experimentos, as razdes de Mgll/Mgl foram maiores com uma
vazao de 0,4 mL/min se comparada a vazao de 0,8 mL/min nas mesmas condi¢coes
de nebulizagao, visédo e poténcia de RF. Isso porque em um fluxo menor, a velocidade
com que as particulas de aerossois passam pelo plasma é menor implicando em um
tempo de residéncia maior para promover os processos de excitagao (SILVA;
BACCAN; NOBREGA, 2003).

5.4 Otimizagao dos parametros poténcia de radiofrequéncia e vazao do gas de

nebulizagao por planejamento em CCD

ApOs a triagem inicial das variaveis envolvidas no ajuste instrumental do ICP-
OES para analise dos fitoterapicos, os parametros poténcia de radiofrequéncia e
vazéao do gas de nebulizagéo foram selecionados para um estudo quimiométrico mais
refinado, empregando a metodologia de superficie de resposta, a fim de se obter um
modelo matematico adequado que descrevesse o comportamento dessas variaveis.
Os outros parametros foram fixados em modo de visdo axial e nebulizador
ultrassonico.

Portanto, foi aplicado um planejamento composto central em que se avaliaram
as duas variaveis (k = 2) de maior impacto na resposta, razdo de Mgll/Mgl, a saber,

poténcia de radiofrequéncia e a vazao do gas de nebulizagao (Tabela 18).

Tabela 18 - Resultados obtidos em razdo de Mgll/Mgl no planejamento
composto central para otimizagao das variaveis poténcia de radiofrequéncia e
vazao do gas de nebulizagao.

Variaveis
Ensaios X1 — Poténcia de X2 — Vazao do gas de Y — Razéao de
Radiofrequéncia (W) nebulizagao (L/min) Mgll/Mgl
1 1200 (-1) 0,35 (-1) 7,33
2 1200 (-1) 0,45 (+1) 11,34
3 1300 (+1) 0,35 (-1) 7,13
4 1300 (+1) 0,45 (+1) 11,42
5 1179 (-1,41) 0,40 (0) 8,54
6 1320 (+1,41) 0,40 (0) 10,21
7 1250 (0) 0,33 (-1,41) 6,60
8 1250 (0) 0,47 (+1,41) 11,83
9 1250 (0) 0,40 (0) 10,92
10 1250 (0) 0,40 (0) 10,91




82

Como visualizado na Tabela 18, o numero de niveis estudados foram cinco (-
1,41; -1; 0; +1; +1,41). A matriz do planejamento CCD e os resultados obtidos em
razdo de Mgll/Mgl.

Foram calculados os efeitos das variaveis e o erro experimental estimado pela
duplicata no ponto central. Os ensaios foram realizados de forma aleatodria.
Observando a Tabela 19, percebe-se que tanto os termos lineares quanto quadraticos
dos dois fatores sdo importantes, entretanto, o termo de interagdo entre os fatores néo
é significativo e foi excluido do modelo. N&o houve evidéncia de falta de ajuste,
portanto, o modelo proposto se mostra ajustado e eficiente apresentando um

coeficiente de correlagao de 0,9759 (97,59% de variagao explicada).

Tabela 19 - Analise de variancia e validagao do modelo proposto para as
variaveis poténcia de radiofrequéncia e vazao do gas de nebulizagao em
funcao da resposta razao de Mgll/Mgl

Fatores qugg:g?ica g.l.2 qu';nj:i’itaica Teste F P

X1 - Poténcia de RF (L) 0,63898 1 0,63898 203,673 0,044535
X1 - Poténcia de RF (Q) 2,56781 1 2,56781 818,486 0,022243
X2 - Vazao de nebulizagédo (L) 30,77783 1 30,77783 9810,373 0,006427
X2 - Vazao de nebulizagao (Q) 3,16193 1 3,16193 1007,858 0,020046
Interagao X122 (L) 0,01887 1 0,01887 6,014 0,246496
Falta de ajuste 0,87317 3 0,29106 92,774 0,076137
Erro puro 0,00314 1 0,00314

TOTAL 36,33902 9

2g.l.: graus de liberdade

Sendo assim, a equacgao polinomial obtida para este modelo otimizado relativo

a poténcia de radiofrequéncia (R) e vazao de nebulizacdo (V) € a seguinte:

Y = -519,78875236408 + 0,74413645146917*(R) — 0,00029978907237752*(R)? +
271;02310816514*(V) — 332,66710308641*(V)2+ 0,02747142573747*(R)*(V)

A partir do modelo matematico, foi possivel gerar a superficie de resposta para
as variaveis estudadas conforme a Figura 29. E possivel visualizar que a resposta
(razao Mgll/Mgl) passa por um ponto de maximo cujas coordenadas foram
determinadas e correspondem a 1262,15 Watts para a poténcia aplicada ao gerador

de radiofrequéncia e 0,46 L/min para a vazao do gas de nebulizagéo.
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Figura 29 - Grafico de superficie de resposta obtido para as variaveis poténcia
de radiofrequéncia e vazao do gas de nebulizacao em fungao da razao de
Mgll/Mgl.
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No grafico de contorno (Figura 30), é possivel ter uma visao bidimensional do
modelo, apresentado em curvas de nivel que servem para indicar melhor a regido em
torno do maximo de resposta obtida para o modelo. Os pontos experimentais do
planejamento também sao evidenciados de azul no grafico. Verifica-se que tanto a
poténcia de radiofrequéncia quanto a vazdo do gas de nebulizagdo devem ser
minimamente ajustados para obtengdo de uma resposta otimizada. Nota-se, por
exemplo, que a resposta € bastante sensivel a variavel vazdo do gas de nebulizagéo
e que alteragdes pequenas, até mesmo na ordem de decimais, podem comprometer
os resultados.

A regido de melhor resposta se encontra na faixa de vazao de 0,45 a 0,47 e
poténcia aplicada de 1250 a 1270 W. De acordo com MERMET (1991), a condi¢éo de
plasma robusto é indicada por valores de razao das intensidades Mgll/Mgl acima de
10. Portanto, € possivel ajustar a vazao minimamente em torno de 0,4 L/min e poténcia

de 1250 W e encontrar uma condi¢cao adequada para a analise.
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Figura 30 - Grafico de contorno obtido para as variaveis poténcia de
radiofrequéncia e vazao do gas de nebulizacdo em fungao da razao Mgll/Mgl.
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5.5 Validagao do procedimento de analise de impurezas elementares nas

amostras de fitoterapicos por ICP-OES
5.5.1 Linearidade

Apos estabelecer as condigdes instrumentais ideais para a analise por ICP-
OES, foi procedida a validagdo do método de quantificacdo de 24 elementos nas
amostras dos fitoterapicos: Cd, Pb, Hg, As, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se,
Ag, Pt, Li, Sb, Ba, Mo, Cu, Sn e Cr. Os elementos foram avaliados de acordo com
seus maximos de emissdo ajustados finamente por meio do software Syngistix®
versdo 3.0.

A faixa testada para a curva contemplou o valor J para cada elemento e os
demais pontos em fungao de J, a saber: 0,25 J; 0,5 J; 0,75 J;1 J; 1,25 Je 1,5 J. Para
os elementos da Classe 1: Cd, As, Pb e Hg, de maior toxicidade e menor valor de J,

as curvas analiticas sdo mostradas nas Figuras 30, 31, 32 e 33.
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A partir dos dados obtidos para o Cadmio em 228,802 nm, a curva analitica foi

construida e demonstrou uma faixa linear (1,25 - 7,5 ng/L) conforme Figura 31.

Figura 31 - Curva analitica de cadmio em 228,802 nm
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Nao houve indicios de outliers nem de efeito alavanca, que foram verificados
pelo teste de Jacknife. Os residuos seguiram a distribuicdo normal, foram
independentes e homocedasticos. A analise de variancia (ANOVA) demonstrou que a
regressao foi significativa e ndo houve desvio de linearidade. Sendo assim, a equagao
da reta pelo modelo é y = (137,78 = 1,31)x + (53,596 + 6,40), com coeficiente de
determinagdo R? = 0,9985, ou seja, 99,85% dos dados s&o explicados por este
modelo.

A partir dos dados de leitura obtidos para o chumbo, a curva analitica foi
construida (Figura 32) e demonstrada a linearidade para a faixa estudada
(1,25 -12,5 pg/L). O modelo proposto seguiu as premissas para a regressao linear
simples: os residuos seguiram a normalidade, foram independentes e
homocedasticos. Nao se evidenciaram outliers que foram verificados pelo teste de
Jacknife. A analise de variancia (ANOVA) demonstrou que a regressao é significativa
e ndo ha desvio de linearidade. Sendo assim, a equacado da reta é y = (34295 +
500,68)x + 44047+ 3798 com coeficiente de determinagdo R? = 0,9966.
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Figura 32 - Curva analitica de chumbo em 224,688 nm
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A partir dos dados de leitura obtidos para o arsénio, a curva analitica foi
construida (Figura 33) e demonstrada a linearidade para a faixa estudada (3,75 - 22,5
Mg/L). O modelo proposto obedeceu as premissas de regressao linear simples: os
residuos seguem a normalidade, s&o independentes e homocedasticos. Foram
identificados 2 outliers pelo teste de Jacknife, mas que foram retirados ponto a ponto
sem prejudicar a validacdo da linearidade. A analise de variancia (ANOVA)
demonstrou que a regressao é significativa e nao ha desvio de linearidade. Sendo
assim, a equacao dareta éy = (54,155 + 0,448)x + 34,059 * 6,251 com coeficiente de
determinacgdo R? = 0,9990.

Figura 33 - Curva analitica de arsénio em 188,979 nm
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A partir dos dados de leitura obtidos para o mercurio, a curva analitica foi
construida (Figura 34) e demonstrada a linearidade para a faixa estudada (7,5-45,0
pg/L). O modelo proposto seguiu as premissas para a regressao linear simples: os
residuos seguiram a normalidade, foram independentes e homocedasticos. Nao se
evidenciaram outliers que foram verificados pelo teste de Jacknife. A anadlise de
variancia (ANOVA) demonstrou que a regressao é significativa e ndo ha desvio de
linearidade. Sendo assim, a equacao da reta é y = (16702,27 £ 163,31)x + 7790,4 +
4769,6, com coeficiente de determinacdo R? = 0,9985.

Figura 34 - Curva analitica de mercurio em 302,15 nm
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Intensidade de sinal

Para os demais elementos, as curvas analiticas ndo foram representadas, mas
0s parametros das curvas de calibracdo analitica sdo expressos na Tabela 20. A
linearidade das curvas foi checada individualmente de forma visual e também através
do coeficiente de determinagdo R? obtido para cada equacdo da reta. Da mesma
forma, as premissas da regressao linear também foram verificadas assim como o
tratamento de outliers. Em todas as curvas para os demais elementos, obteve-se o
coeficiente R? > 0,99, sendo grande parte maior que 0,995 (Tabela 20). Portanto,
considera-se que os modelos matematicos sdo adequados e indicam uma relagao

proporcional entre o sinal do equipamento e a concentracdo dos diversos analitos.
5.5.2 Precisao

Para avaliar a repetitividade, foram preparadas seis replicatas de cada amostra

e adicionadas as concentracdes correspondentes a 1 J, em cada replicata. As
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concentragdes recuperadas foram obtidas por meio da equacgao da reta previamente
determinada para cada elemento e os desvios padrao relativos foram calculados e
avaliados. A USP estabelece como critério de aceitacdo que os valores de DPR devem
ser menores que 20%. Os resultados obtidos sao expressos na Tabela 21. Os valores
de DPR para todos os elementos, exceto o Osmio, foram menores que 20%, indicando

que o procedimento proposto € preciso.

Tabela 20 - Coeficientes da curva analitica obtidos para cada elemento em
determinada linha de emissao.

Analito nm Intercepto Inclinagao R?2
Cd 228,802 53,60 137,78 0,9985
Pb 224,688 44047,13 3429519 0,9966
Hg 302,15 7990,39 16702,28 0,9985
As 188,979 34,06 54,15 0,9991
Co 228,616 6,59 67,89 0,9986

Vv 311,071 1264,85 1860,72 0,996
Ni 231,604 681,15 217,72 0,9964
TI 248,87 -203,49 1238,36 0,9985
Au 242,795 -687,02 147,63 0,9948
Pd 340,458 2172,6 475,33 0,995
Ir 224,268 3220,36 428,36 0,9933
Os 228,286 84,31 45,64 0,9984
Rh 343,489 16688,24 4456,24 0,9953
Ru 349,894 437,85 137,52 0,9955
Se 196,026 42,38 4,55 0,993
Ag 243,778 0,887 19,39 0,997
Pt 265,945 15,52 52,28 0,994
Li 413,256 -8658,3 2502,9 0,994
Sb 231,146 4434 4,84 0,9916
Ba 233,527 -4439,6 99,03 0,9964
Mo 202,031 -789,24 21,79 0,994
Cu 327,385 7230,2 161,94 0,9944
Sn 189,927 -632,42 6,011 0,9977

Cr 205,56 -3139,6 24,749 0,9976
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Tabela 21 - Resultados de avaliagao da precisao (repetitividade) apés adigao
de padrao na concentragao de 1 J para cada elemento, em amostras de quatro
fitoterapicos (n=6).

Passiflora Paullinia Stryphnodendron Piper

Analitos incarnata cupana adstringens methysticum
%rec. DPR %rec. DPR %rec. DPR %rec. DPR

Cd 87,8 1,88 115,8 12,11 80,2 3,21 88,2 7,89
Pb 101,4 2,97 101,4 3,32 101,8 4,31 89,1 1,82
Hg 97,4 9,44 97,4 0,40 95,4 2,44 97,4 1,47
As 103,3 1,56 103,3 12,39 98,0 2,61 102,2 5,08
Co 111,9 1,44 111,9 1,53 112,3 1,29 98,8 3,10
\' 77,5 1,29 77,5 4,58 78,8 1,66 95,3 3,43
Ni 102,9 0,76 102,9 7,72 97,4 2,14 77,0 5,12
TI 96,2 5,40 96,2 3,77 98,6 4,35 99,2 5,72
Au 98,6 0,09 98,6 3,26 122,0 1,32 77,3 9,77
Pd 91,6 4,30 91,6 8,64 71,0 3,04 92,8 10,64
Ir 100,2 0,16 100,2 0,28 101,3 0,86 94,8 6,03
Os 69,5 35,67 69,5 36,27 52,5 25,58 69,6 37,34
Rh 101,0 5,83 101,0 0,51 92,0 0,17 92,3 2,07
Ru 97,6 0,90 97,6 7,51 92,8 2,10 70,3 2,73
Se 90,6 4,71 90,6 6,40 80,4 5,04 90,1 7,69
Ag 107,2 1,18 107,2 6,93 91,0 1,44 96,6 3,40
Pt 132,9 0,56 132,9 2,12 102,2 1,48 100,9 4,58
Li 103,5 1,06 103,5 4,06 103,6 2,02 91,7 1,99
Sb 94,7 2,55 94,7 8,68 99,3 5,16 99,6 2,24
Ba 99,7 2,06 99,7 1,96 100,3 1,36 98,4 4,06
Mo 97,8 1,44 97,8 1,35 97,8 1,60 95,5 1,36
Cu 96,8 0,72 96,8 0,15 97,3 3,28 97,7 1,66
Sn 100,4 3,26 100,4 1,41 96,2 3,58 93,4 5,11
Cr 94,5 5,62 94,5 4,18 97,3 2,10 90,9 4,49

As recuperagoes avaliadas para outras seis replicatas para cada fitoterapico

permitiu o estudo da precisao intermediaria. As amostras foram preparadas de forma

independente e diluidas por um analista diferente em outro dia. Os dados obtidos sao

expressos na Tabela 22. E possivel verificar que para todos os elementos, exceto o

Osmio, os desvios foram menores que 25%, conforme preconizado na Farmacopeia

Americana.
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O 6smio tem sido apontado como um elemento dificil de ser quantificado com
exatidao e precisdo adequadas, até mesmo por ICP-MS. Essa grande variagao na
porcentagem de recuperacédo do 6smio € explicada pela sua capacidade de formar
espécies volateis, como o tetréxido de 6smio (OsOs4), além de provocar efeito memoria
que leva a deposi¢cao do ésmio ao longo do equipamento, problemas esses que tem
sido apontados na quantificacdo ha muito tempo (CONRAD GREGOIRE, 1990;
NOWELL et al., 2008)

Trabalhos desenvolvidos por Venzago e colaboradores (2013) tem mostrado
solugcdes analiticas que melhorem os resultados de recuperacdo do 6smio na
determinacao por ICP-MS. Uma delas € a complexagdo com tiouréia, seguida da
estabilizacdo com acido ascorbico apds a digestdo por micro-ondas utilizando acido
nitrico concentrado. Este tratamento elevou a média de recuperacdes para em torno
de 80% com um desvio padréo relativo de 7%, resultados que atendem aos limites

preconizados na USP<233>.
5.5.3 Exatidao

A exatidao foi avaliada por meio de ensaios de adigao e recuperagéo, utilizando
as amostras dos quatro fitoterapicos. A USP orienta que concentragdes
correspondentes a 0,5, 1,0 e 1,5 J devem ser adicionadas as amostras antes da etapa
de digestdo e as porcentagens de recuperacgao avaliadas. O ensaio foi realizado
nesses trés niveis, em triplicatas, e os resultados por nivel estdo expostos nas Tabelas
23, 24 e 25.
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Tabela 22 - Resultados de avaliagao da precisao intermediaria apds adigao de
padrao na concentragao de 1 J para cada elemento nas quatro amostras de
fitoterapicos (n=12).

Passiflora Paullinia Stryphnodendron Piper

Analitos incarnata cupana adstringens methysticum
% DPR % DPR % DPR % DPR

Cd 90,6 3,73 115,3 8,69 86,3 8,44 91,0 6,45
Pb 103,5 3,82 103,5 3,89 102,1 3,41 94,1 6,39
Hg 99,9 7,67 99,9 5,90 96,4 3,09 94,4 3,66
As 102,2 5,26 102,2 9,06 99,1 2,34 101,0 4,61
Co 107,3 5,06 107,3 2,56 110,4 2,49 101,2 3,81
\' 83,3 9,06 83,3 6,91 81,6 4,64 97,1 4,23
Ni 102,1 1,52 102,1 7,54 98,6 2,24 79,8 5,78
TI 97,8 4,74 97,8 3,16 100,4 3,58 98,4 4,35
Au 99,0 0,56 99,0 4,62 119,1 3,57 82,7 9,46
Pd 93,1 4,68 93,1 10,30 73,4 5,65 92,5 7,47
Ir 101,9 2,11 101,9 2,12 102,5 0,86 94,2 4,26
Os 80,7 28,16 80,7 31,43 62,4 28,66 70,3 32,59
Rh 102,2 4,27 102,2 2,09 93,7 3,01 94,3 3,02
Ru 99,8 3,80 99,8 7,62 95,6 4,90 72,4 5,33
Se 94,3 5,44 94,3 5,41 85,3 8,79 91,8 7,02
Ag 105,3 2,47 105,3 6,68 95,6 5,81 100,7 5,29
Pt 131,4 1,53 131,4 5,62 101,7 1,46 101,0 4,01
Li 101,7 2,66 101,7 3,79 103,3 2,30 97,7 717
Sb 97 .1 3,80 97 .1 6,80 101,5 4,18 101,0 2,81
Ba 100,8 2,32 100,8 2,38 101,9 2,03 101,2 5,30
Mo 99,5 2,23 99,5 1,44 99,8 2,40 98,7 3,92
Cu 98,6 2,20 98,6 4,42 99,6 3,30 100,8 4,15
Sn 101,1 2,68 101,1 2,89 99,6 4,53 98,7 7,10
Cr 98,0 5,53 98,0 3,94 100,0 3,14 96,0 6,55




Tabela 23 - Resultados de exatidao obtidos por meio da porcentagem de
recuperagao, apoés a adicao de padrao no nivel de concentragcao de 0,5 J para

avaliagao da exatidao do método por ICP-OES.
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Passiflora Paullinia Stryphnodendron Piper

Analitos incarnata cupana adstringens methysticum
% DPR % DPR % DPR % DPR

Cd 102,0 5,6 110,9 3,8 99,2 29 125,6 9,4
Pb 86,3 1,0 92,2 0,9 95,8 3,5 85,6 8,6
Hg 93,0 10,9 89,6 24 89,8 24 92,5 7,9
As 88,7 5,7 96,2 3,9 86,2 29 108,5 9,3
Co 112,1 11,5 115,1 10,9 103,8 12,2 129,7 17,1
\'J 80,2 4,7 118,7 24 110,3 1,6 108,9 5,6
Ni 83,0 17,5 113,6 2,8 93,1 24 95,1 7,7
Tl 129,5 1,1 100,4 0,3 117.,9 0,6 115,0 2,8
Au 135,2 8,9 129,2 24 136,9 1,9 146,1 6,2
Pd 123,6 2,8 90,5 8,6 105,5 2,5 112,5 3,6
Ir 98,5 3,8 93,0 3,3 94,8 0,8 90,2 1,9
Os 83,1 54,1 93,3 10,4 108,7 13,1 94,4 9,5
Rh 115,5 7,6 110,3 1,8 115,4 0,4 115,7 4,2
Ru 86,4 14,6 102,1 1,9 100,0 3,9 100,8 5,3
Se 144,0 6,6 91,0 53 941 12,2 76,9 3,5
Ag 132,4 10,3 138,0 7,3 99,1 11,3 120,9 13,6
Pt 137,8 9,3 105,4 5,2 102,3 10,2 92,0 10,3
Li 101,6 4.8 94,0 3,7 97,2 6,3 102,4 3,5
Sb 741 1,4 71,3 5,5 72,7 5,7 104,0 71
Ba 126,9 3,1 114,6 3,2 116,4 2,3 1171 1,8
Mo 117,0 5,6 102,2 1,6 105,0 5,3 107,7 1,2
Cu 90,7 7,0 98,6 1,8 98,6 1,0 94,9 71
Sn 109,0 21 78,0 16,4 99,6 0,0 78,9 4,5
Cr 116,0 4,3 101,7 1,7 103,3 3,0 102,1 3,8
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A Figura 35 apresenta de forma grafica os valores de porcentagem de
recuperacao de cada elemento obtidos para a concentragdo de 0,5 J de quatro
extratos vegetais estudados. As barras coloridas representam a média das
recuperacgdes (n=3) de cada amostra por elemento. As linhas horizontais em negrito
representam os limites inferior (70%) e superior (150%) estabelecidos pela USP
<233>. Observa-se que apesar das porcentagens de recuperagao estarem dentro dos
limites, no menor nivel de concentracdo adicionado os resultados para alguns
elementos beiram o limite inferior de 70%, em virtude da maior sensibilidade de perdas
desde o preparo da amostra até a introdugcdo no equipamento. O antiménio foi o
analito que apresentou menor recuperagao nessa faixa de concentragao.

Avaliando a exatidao, todas as médias de recuperacdes obtidas nos trés niveis
de concentracdo J, para os quatro fitoterapicos estudados, tiveram resultados dentro
dos limites preconizados pela USP<233> conforme as Figuras 35, 36 e 37, indicando
uma exatiddo aceitavel. As variagbes encontradas podem ser relacionadas a
possiveis perdas durante as etapas analiticas, ou ainda, decorrentes de efeito de
matriz (TODOLI, 2002).

Figura 35 - Resultados de exatidao por meio da porcentagem de recuperagao
obtida para os elementos, apés adi¢ao de padrao no nivel de concentragao de
0,5 J a partir dos extratos de quatro fitoterapicos estudados.

m Passiflora incarnata B Paullinia cupana
2000 m Stryphnodendron adstringens Piper methysticum
175,0
150,0

% Recuperagao
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Figura 36 - Resultados de exatidao por meio da porcentagem de recuperagao
obtida para os elementos, apos adicao de padrao no nivel de concentragao de

1,0 J, a partir dos extratos de quatro fitoterapicos estudados.

m Passiflora incarnata
m Stryphnodendron adstringes

® Paullinia cupana
Piper methysticum

Figura 37 - Resultados de exatidao por meio da porcentagem de recuperagao
obtida para os elementos, apos adicao de padrao no nivel de concentragao de

1,56 J, a partir dos extratos de quatro fitoterapicos estudados.
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Tabela 24 - Resultados de exatidao obtidos por meio da porcentagem de
recuperacao apos a adicao de padrao no nivel de concentracao de 1 J para

avaliagcao da exatidao do método por ICP-OES .
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% Recuperacgéao - NIVEL: 1 J (n=3)

Passiflora Paullinia Stryphnodendron Piper
Analitos incarnata cupana adstringens methysticum
% DPR % DPR % DPR % DPR

Cd 106,3 0,9 103,0 1,9 102,5 1,2 113,5 4,5
Pb 128,6 4,9 113,7 4,6 131,7 0,9 117,9 1,8
Hg 91,2 5,1 85,9 4,8 90,4 3,6 93,8 3,6
As 92,2 0,9 89,2 2,3 88,8 1,2 98,3 4,3
Co 113,5 50 107,0 2,5 105,9 14,0 117,6 4.1

\'J 85,0 3,6 106,8 6,3 111,6 0,5 106,2 3,3
Ni 941 4,9 95,1 8,4 95,1 1,6 96,7 2,2

Tl 131,4 1,4 108,6 1,7 127,5 5,5 109,2 8,8
Au 130,8 1,9 116,7 4,6 125,5 0,7 128,9 1,0
Pd 128,5 3,7 109,1 1,4 120,8 8,6 107,2 9,2

Ir 111,3 1,7 99,3 2,6 104,7 3,7 97,5 1,0
Os 115,0 7.1 100,0 129 120,8 4,1 105,0 9,2

Rh 121,0 1,6 107,8 2,7 117,1 2,1 112,3 2,2

Ru 97,1 5,1 90,8 14,5 97,8 6,5 99,8 7,2

Se 107,8 14,7 108,4 50 93,3 9,2 80,7 2,0
Ag 115,3 12,2 112,9 7,4 95,8 12,0 102,0 9,6

Pt 137,8 9,3 97,5 7,0 103,9 14,8 97,8 14,1
Li 109,1 0,6 95,1 4,8 106,9 2,6 100,9 2,6

Sb 93,4 3,0 79,4 7,5 84,0 13,4 32,3 15,6
Ba 123,3 3,9 11,7 11,2 117,7 5,4 112,4 5,9
Mo 121,5 1,8 115,2 2,8 115,4 6,5 104,9 6,3
Cu 100,4 1,5 99,5 3,4 103,9 3,5 97,7 3,5

Sn 112,4 3,0 91,5 11,6 106,8 10,8 83,8 11,2
Cr 114,8 4,9 107,5 4,0 110,9 3,2 105,7 2,2




Tabela 25 - Resultados de exatidao obtidos por meio da porcentagem de
recuperagao, apos a adicao de padrao no nivel de concentragcao de 1,5 J para

avaliagao da exatidao do método por ICP-OES.
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% Recuperacao - NIVEL: 1,5 J (n=3)

Passiflora Paullinia Stryphnodendron Piper
Analitos incarnata cupana adstringens methysticum
% DPR % DPR % DPR % DPR
Cd 111,6 7,5 108,0 50 107,4 5,5 110,6 6,1
Pb 91,6 1,2 136,5 0,8 126,5 0,7 137,0 1,7
Hg 88,5 24 94,6 1,3 86,5 1,9 98,3 1,8
As 96,9 7,5 96,9 7,5 93,2 5,7 95,7 6,1
Co 115,1 13,1 106,1 11,7 109,5 7,5 107,3 9,3
\' 83,7 4,3 109,8 2,1 109,7 1,9 106,4 29
Ni 87,7 17,1 101,9 3,8 97,3 2,8 97,6 3,7
TI 127,2 2,8 106,3 3,1 93,6 1,4 103,3 7,1
Au 128,0 29 119,2 0,1 123,8 2,2 125,8 0,8
Pd 141,2 3,7 114,1 24 100,2 1,2 110,2 10,3
Ir 119,1 1,2 104,1 0,8 101,0 3,0 95,8 6,7
Os 110,4 8,2 110,3 3,9 122,8 2,1 115,3 2,8
Rh 121,4 3,9 110,8 24 99,9 1,7 114,6 2,2
Ru 96,9 3,1 97,2 6,2 96,5 7,5 101,5 8,3
Se 126,5 28,6 96,1 5,1 84,5 17,0 84,4 6,4
Ag 111,9 10,5 105,7 11,5 94,7 11,3 97,3 11,5
Pt 126,0 3,6 85,4 13,8 93,7 16,0 101,3 16,1
Li 114,0 0,6 101,0 1,8 91,6 0,3 105,8 0,2
Sb 86,4 1,5 84,5 5,1 72,3 15,3 38,8 79,9
Ba 132,9 3,3 110,3 10,2 102,5 1,1 114,3 55
Mo 143,3 5,6 123,0 7,4 100,7 1,2 109,3 14,9
Cu 107,9 0,5 103,1 2,5 94,5 1,5 101,2 0,3
Sn 121,6 1,7 97,6 7,5 82,7 8,2 86,8 19,1
Cr 126,5 3,8 112,0 2,0 98,5 0,6 108,1 3,4
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5.5.4 Limite de deteccao e quantificagcao

Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) calculados para cada
elemento estdo expressos na Tabela 26. Todos os valores estdo abaixo do valor J
limite estabelecido para as impurezas elementares em produtos farmacéuticos. Cabe
ressaltar que apesar dos resultados estarem de acordo com o0s objetivos proposto
deste estudo, os limites obtidos para o elemento Selénio (Se), em destaque, se

mostraram bem acima do desejado.

Tabela 26 - Limites de detecgao e de quantificacao obtidos para os elementos
analisados.

Analito LD (ug/L)  LQ(pg/ll) 0,25J (ug/l)  J (uglL)

Cadmio 0,16 0,53 1,25 5

Chumbo 0,37 1,22 1,25 5

Mercurio 0,64 2,11 7,5 30

Arsénio 0,51 1,7 3,75 15

Cobalto 0,94 3,10 12,5 50

Vanadio 0,51 1,68 25 100
Niquel 0,12 0,39 50 200
Selénio 4,27 14,09 37,5 150
Prata 1,80 5,94 37,5 150
Talio 0,61 2,01 2 8

Platina 1,05 3,50 25 100
Ouro 0,50 1,67 25 100
Paladio 0,71 2,36 25 100
Iridio 0,66 2,17 25 100
Osmio 1,81 5,97 25 100
Rédio 1,8 5,93 25 100
Ruténio 1,08 3,56 25 100
Litio 1,65 5,46 137,5 550
Antimdnio 3,02 9,96 300 1200
Bario 0,39 1,28 350 1400
Molibdénio 1,69 5,58 750 3000
Cobre 0,1 0,31 750 3000
Estanho 1,36 4,49 1500 6000

Cromo 0,97 3,20 5500 11000
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5.6 Determinacao de impurezas elementares nas amostras dos extratos secos

de fitoterapicos

Os ajustes paramétricos definidos na otimizacédo instrumental do ICP-OES
foram aplicados para a analise dos digeridos dos extratos secos vegetais. As
concentragbes dos 24 elementos quantificados em mg/kg (ppm) sdo expressos na
Tabela 27. De forma geral, todas as impurezas elementares detectadas e
quantificadas est&o abaixo dos limites estabelecidos na Farmacopeia Americana. Vale
ressaltar que para os elementos mais toxicos, com menores valores de J, nenhum
apresentou concentragdes preocupantes. Os metais Cadmio e Chumbo nao foram
encontrados em concentracdes detectaveis em nenhuma das amostras. Mercurio foi
encontrado nos fitoterapicos de Passiflora incarnata e Stryphnodendron adstringens
nas concentragdes de 0,87 mg/kg e 0,25 mg/kg respectivamente. A presenga desses
contaminantes em produtos originarios de flor e tronco pode indicar uma tendéncia
maior em absorver esses elementos do ambiente. Ja o Arsénio foi detectado somente
na amostra de Piper methysticum na concentragdo de 0,21 mg/kg.

Os resultados obtidos na determinagdo de impurezas elementares nesses
fitoterapicos demostram a necessidade de se controlar rigorosamente os niveis dos
elementos das classes 2 e 3, além de Pb, As, Hg e Cd (Classe A) que ja sao de
monitoramento obrigatério conforme estabelece o capitulo USP <2322>. A presenca
de Platina em concentragdes até 60 ppb nas amostras alerta para o aumento na
emissdo desse poluente no ambiente, que tem como principal fonte conversores
cataliticos de veiculos automotivos. Estudos mostram uma capacidade aumentada de
plantas em bioacumular este metal do ambiente, seja através do solo ou do ar.
(RAUCH; MORRISON, 2008; RAVINDRA, 2004).



Tabela 27 - Resultados da determinagao das 24 impurezas elementares nos
extratos secos de fitoterapicos, por ICP-OES (n=3)
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Concentragao (mg/kg)

Analitos Passiflora  Paullinia Stryphnodendron Piper Limite
incarnata cupana adstringens methysticum J
Cadmio <LD <LD <LD <LD 0,5
Chumbo <LD <LD <LD <LD 0,5
Mercurio 0,87 <LD 0,25 <LD 3
Arsénio <LD <LD <LD 0,21 1,5
Cobalto <LD 0,37 <LD 1,01 5
Vanadio 0,24 0,98 0,26 0,28 10
Niquel 0,54 2,60 0,43 0,85 20
Talio <LD <LD <LD <LD 0,8
Quro <LD <LD <LD <LD 10
Paladio <LD <LD <LD <LD 10
Iridio <LD <LD <LD <LD 10
Osmio <LD <LD <LD <LD 10
Rdédio <LD <LD <LD <LD 10
Ruténio <LD <LD <LD <LD 10
Selénio <LD <LD <LD <LD 15
Prata 3,10 3,28 0,67 2,89 15
Platina 4,41 5,68 1,69 <LD 10
Litio <LD 0,41 0,27 <LD 55
Antimbnio <LD <LD <LD <LD 120
Bario 6,86 8,53 7,78 7,14 140
Molibdénio <LD <LD <LD <LD 300
Cobre 1,29 17,32 5,40 2,38 300
Estanho <LD <LD 4,11 5,84 600
Cromo 17,45 17,79 16,68 17,04 1100

No extrato de Passiflora incarnata, foi encontrada uma concentracdo de

Mercurio de 0,87 mg/kg relativa a quase 30% do valor limite que é 3 mg/kg, como

mostrado na Figura 38. Também foram encontradas quantidades superiores a 30%

de Prata e Platina em relagao ao valor limite J.
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Figura 38 - Porcentagem de impurezas elementares detectadas no extrato de
Passiflora incarnata em relagao do valor limite J preconizado na USP<232>,

por ICP-OES.
Passiflora incarnata (\r/,:,ﬁz;)
Cromo | | | | 1100
Cobre 300
Bario 140
Platina 4,4 10
Prata | | | 15
Niquel 20
Vanadio . | . p 10
Mercurio 0,87 3
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m Concentracao do elemento em mg/Kg

No extrato de Paullinia cupana, a concentragéo de Platina atingiu quase 60%
do valor limite J preconizado na legislagao, como € visto na Figura 39. Os elementos
da classe 2A (Ni, Co e V) também foram encontrados nessa amostra em concentragao

inferior a 20% em relagao ao valor J limite.

Figura 39 - Porcentagem de impurezas elementares detectadas no extrato de
Paullinia cupana em relagao do valor limite J preconizado na USP<232>, por

ICP-OES.
. Paujlinia Cupaqa . . 2’,{15;;)
Cromo 17,79 | ;1100
Cobre | | | | | 300
Bario 140
Litio . 55
Platina :5,68 10
Prata | | | 15
Niquel 2,6;0 20
Vanadio 0,98i 10
Cobalto 0,37 . . . . 5
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m Concentragao do elemento em mg/kg
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No extrato seco de Stryphnodendron adstringens, obtido no Laboratério de
Controle de Qualidade da FAFAR, foi detectada a presengca de mercurio, além de
impurezas de outras classes, como pode ser visto na Figura 40. O acumulo desses
elementos também pode estar relacionado a rota de obtencio dos extratos, a pureza
dos reagentes e solventes e a limpeza de vidrarias e materiais utilizados. Por outro
lado, ao invés de adicionar impurezas elementares, o uso de solventes na obtencgéo e
purificacdo do extrato pode elimina-las. Portanto, s é possivel estabelecer a origem
definitiva dessas impurezas contidas no produto final se houver uma analise

quantitativa do produto antes e apds cada etapa do processo (JIN, 2016).

Figura 40 - Porcentagem de impurezas elementares detectadas no extrato de
Stryphnodendron adstringens em relagao do valor limite J preconizado na
USP<232>, por ICP-OES.

Stryphnodendron adstringens 2’,2:;;;)
Cromo | . 1100
Estanho 600
Cobre 300
Bario 140
Litio | | | . : 55
Platina 1,68 10
Prata | | | | | 15
Niquel 20
Vanadio 10
Mercurio 0,25 ! ! ‘ ‘ 3
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m Concentragao do elemento em mg/Kg

Na amostra de Piper methysticum, foi detectado concentragdo de Arsénio de
2,11 ppb (Figura 41). Esse valor, apesar de estar abaixo do limite preconizado, alerta
para possivel contaminagdo do solo com Arsénio decorrente de processos de

irrigacao, aplicagao de fertilizantes ou pesticidas.
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Figura 41 - Porcentagem de impurezas elementares detectadas no extrato de
Piper methysticum em relagao do valor limite J preconizado na USP<232>, por

ICP-OES.
Piper methysticum 2’,::;;;;)
Cromo I 1100
Estanho 600
Cobre 300
Bario 140
Prata 2,9 15
Niquel 20
Vanadio 10
Cobalto 1,01 5
Arsénio 0,2; . . . 1,5
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m Concentragdo do elemento em mg/kg

5.7 Determinagcao de Mercurio nos extratos secos de fitoterapicos, obtida por

meio de Analisador Direto de Merctrio - DMA

O mercurio elementar foi quantificado nos extratos vegetais pelo analisador

direto de mercurio (DMA). Os dados para a construgao da curva analitica do DMA sao

mostrados na Tabela 28 e a curva analitica na Figura 42.

Tabela 28 — Leituras de absorvancia dos padrdes para obtengao da curva
analitica do Mercurio no DMA

Ponto n°® Massa de Hg (ng)

Absorvancia

1

o O A WN

0,125
0,25
0,375
0,5
0,75
1

0,0133
0,0317
0,0472
0,0651
0,0931
0,1283




103

Figura 42 - Curva analitica do Mercurio obtida no DMA
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Os resultados da quantificagdo de mercurio nos extratos vegetais pelo método
de combustdo utilizando o analisador direto de mercurio estdo expressos na Tabela
29. Foram obtidos resultados bem diferentes daqueles encontrados na determinacao
elementar por ICP-OES. Isso porque a analise de mercurio no DMA se da de forma
direta, ou seja, ndo € necessario nenhum tipo de digestdao/decomposi¢cao da matriz
para a amostra ser analisada. Essa facilidade garante a integridade e preservagao de
analitos volateis como o proprio Mercurio, além de menores limites de detecc¢ao (LD)
(VIEIRA; NASCENTES; WINDMOLLER, 2014). Contudo, ndo foram realizados testes
de exatiddo, a partir de ensaios de adi¢do e recuperacdo com um material de
referéncia branco para certificar da existéncia de algum efeito de matriz.

Uma outra dificuldade analitica comum na determinagdo de mercurio por ICP-
OES, e que pode ser evitado pela analise no DMA, é o efeito de memdria, capaz de
superestimar a concentragdo elementar na amostra. Todas as concentragbes de
mercurio encontradas nos extratos estdo dentro do limite especificado para

medicamentos de uso oral, que € de 3 pg/g (UNITED, 2014).

Tabela 29 - Resultados obtidos em concentracdao de mercurio (ug/kg) nos
extratos vegetais obtidos pelo método de combustao, por meio de DMA.

Massa de Absorvancia Concentragao

Amostra amostra (g) altura (A) (ng/kg)
Passiflora incarnata 0,095 0,0073 0,7139
Paullinia cupana 0,1003 0,0174 1,4559
Stryphnodendron adstringens 0,0999 0,0406 3,2598

Piper methysticum 0,0966 0,0051 0,5258
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6 CONCLUSAO

O tratamento prévio dos extratos vegetais por meio da digestdo por micro-
ondas foi eficiente por meio da redugdo do tempo, da quantidade de acido digestor e
da adequagao da temperatura em comparagéo a digestdo convencional em sistema
aberto. O emprego de solugdo de acido nitrico menos concentrado (2M) conduz a
Menos riscos ocupacionais e ambientais, e a produgcdo de menos residuos, o que vai
ao encontro dos principios da quimica verde. As solugdes digeridas resultantes
apresentaram claridade e baixo teor de TOC/COT residual compativeis com a
nebulizagdo empregada na quantificacdo elementar por ICP-OES.

O método de analise quantitativa dos 24 elementos, por ICP-OES, apresentou
resultados satisfatorios em termos de exatidao e precisdo. Os limites de deteccéo e
quantificacdo mostraram-se adequados e menores que os limites especificados na
legislagao.

O emprego de métodos quimiométricos no estudo de variaveis envolvidas na
analise de impurezas elementares em medicamentos fitoterapicos, desde a etapa de
digestdo da amostra até a analise instrumental, propriamente dita, foi essencial na
definicdo e otimizacdo dos parametros necessarios para o desenvolvimento de um
método eficiente.

A analise elementar dos extratos secos de Passiflora incarnata, Paullinia
cupana, Stryphnodendron adstringens e Piper methysticum nao evidenciou
concentracdes de impurezas acima dos limites especificados na USP<233>. Contudo,
em se tratando do aumento no uso de fitoterapicos em todo o mundo, reitera-se a
importancia do controle de impurezas elementares em produtos fitoterapicos.

O desenvolvimento de técnicas analiticas instrumentais de alta especificidade
e sensibilidade, como ICP-OES e a qualificagdo de mao de obra possibilitardo o
aprimoramento em controle de qualidade para IFA ou ESP, tanto de fitoterapicos

quanto farmacéuticos, na rotina de uma industria.
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