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RESUMO

Neste trabalho foi estudada metodologia para a determinacéo de As, Cd, Cr,
Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V em produtos farmacéuticos, empregando a
técnica de vaporizagdo eletrotérmica acoplada a espectrometria de emissédo Optica
com plasma indutivamente acoplado (ETV-ICP OES). O método oficial preconizado
pela Farmacopeia Brasileira, que emprega a espectrometria atbmica para a
determinacdo dos elementos supracitados, recomenda técnicas de decomposicao
de amostras a fim de obter a amostra sob a forma de solucéo para posterior analise.
Entretanto, alguns produtos farmacéuticos, como os farmacos triciclicos, séo dificeis
de serem decompostos por métodos convencionais de preparo de amostras, como a
via umida. No sentido de evitar esta etapa de preparo de amostra e 0s erros a ela
agregados, a analise direta da amostra sélida foi proposta neste trabalho. O sistema
de vaporizacao eletrotérmica consiste em vaporizar a amostra para introduzi-la no
plasma, empregando, preferencialmente, um programa de aquecimento de forma a
evitar a volatilizacdo concomitante da matriz e analitos. A influéncia do modificador
CCl,F,, como reagente auxiliar de vaporizacdo de elementos, principalmente
refratarios e formadores de carbetos, foi avaliada, com vazao ideal de 3,0 mL min™.
O efeito carreador e modificador do acido ascorbico, acido citrico, &acido
etilenodiaminotetracético, acido oxalico e cloreto de sodio também foram avaliados.
Parametros como as temperaturas de pirélise e de vaporizacdo foram ajustados a
fim de obter um Unico programa de temperatura para a determinacao multielementar
no ICP OES. Temperaturas de 350 °C e 1600 °C foram consideradas adequadas
para pirolise e vaporizacdo, respectivamente. A massa de amostra também foi
avaliada, sendo apropriado 2,5 mg para todos os produtos farmacéuticos. Na
determinacdo de metais e ndo metais pelo método proposto foi encontrado 5,5 ug g™
de Cr na amostra de cloridrato de ciclobenzaprina, enquanto para os demais
elementos e amostras, as concentragdes ficaram abaixo do limite de quantificacédo
(LOQ). A exatidao foi avaliada empregando-se a combustdo iniciada por micro-
ondas (MIC) seguida de determinagcdo por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado. O valor obtido para Cr na amostra cloridrato de
ciclobenzaprina foi 6,3 pug g, o que representa uma concordancia de 87%. A fim de

verificar o desempenho do método proposto, foram feitos testes de recuperacéo,
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através da adicao de 16 ng de Cr (quantidade equivalente & encontrada em 2,5 mg
de cloridrato de ciclobenzaprina), obtendo-se 91% de recuperagdo. O LOQ (100,
n = 10) do método proposto variou entre 0,12 pg g™ (para Mn) e 356 pg g* (para As),
enquanto que o desvio padrédo relativo (n = 3) foi menor do que 10%. A frequéncia
de determinacdo foi de 20 amostras h™. Considerando-se a dificuldade de
decomposicao dos farmacos triciclicos e os LOQs obtidos, o método proposto pode

ser considerado adequado para a determinacdo de Cr, Cu, Mn, Ni, Pd, Rh, Rue V.
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ABSTRACT

In this study a method for As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru and
V determination in pharmaceuticals products by electrothermal vaporization
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ETV-ICP OES) was
developed. The Brazilian Pharmacopoeia (FB) recommends acid digestion of the
sample before element determination by atomic spectrometry. However, some
pharmaceuticals, such as tricyclic compounds, are difficult to be decomposed by
conventional acid digestion. In order to avoid the step of sample digestion, direct
solid sample analysis by ETV-ICP OES is proposed. Electrothermal vaporization
consists in vaporizing the sample to be introduced in the plasma. The influence of
CCl,F, as chemical modifier was investigated and 3.0 mL min™ was considered the
ideal flow rate. Modifier and carrier effect of ascorbic acid, citric acid, oxalic acid,
ethylenediaminetetraacetic acid and sodium cloride was also evaluated. Vaporization
and pyrolysis temperatures were adjusted in order to obtain a single temperature
program for multielement determination by ETV-ICP OES. Hence, temperatures of
350 °C and 1600 °C were considered suitable for pyrolysis and vaporization,
respectively. Sample mass was also evaluated and 2.5 mg was considered
appropriate. By the proposed ETV-ICP OES method only Cr (5.5 pg g*) was
detected in cyclobenzaprine hydrochloride. Since there are not certified reference
materials with similar matrix to the samples, accuracy was checked by comparison of
results obtained by inductively coupled plasma mass spectrometry after microwave
induced combustion. Agreement of 87% (by comparison with ICP-MS) and 91% (by
analyte recovery) was obtained for Cr. The limit of quantification (10 o, n = 10) of the
proposed method was in the range of 0.08 pg g™ for Mn and 356 pg g™ for As, while
the relative standard deviation (n = 3) was lower than 10%. The frequency of
determination was 20 h™. Considering the analytical characteristics the proposed
method can be considered suitable for element determination in tricyclic

pharmaceuticals.



1 INTRODUCAO

Produtos farmacéuticos sdo componentes fundamentais da medicina
moderna e tradicional,’ fazendo parte de nosso cotidiano e melhorando nossa
qualidade de vida, pois sdo usados na prevencéo e tratamento de muitas doencas.?
Os requisitos minimos necessarios para que um medicamento seja utilizado sao
seguranca, eficacia e qualidade dos mesmos.®

O controle da qualidade de insumos farmacéuticos ou de produtos acabados
é preconizado por compéndios oficiais, como as Farmacopeias Brasileira (FB),
Americana (USP)°, Europeia (EP)® e Britanica (BP)’, onde estio descritos diversos
ensaios para a determinacdo de impurezas, incluindo um ensaio limite para
determinacao de metais.

A presenca de impurezas inorganicas em medicamentos é preocupante, pois
além de serem toxicos, alguns metais atuam como agentes catalisadores na
degradacao dos farmacos,® podendo formar subprodutos que podem ser prejudiciais
a satude humana, além de indicar manuseio e/ou armazenamento incorretos.® Além
disso, a maioria dos metais presentes como contaminantes em medicamentos
podem acumular no organismo, acarretando em maleficios a saude, o que reforca a
importancia do controle de qualidade neste tipo de produto.*®

A determinacdo de metais e ndo metais em medicamentos, geralmente, é
realizada com a amostra sob a forma de solugcdo aquosa. Entretanto, alguns
medicamentos, como os farmacos triciclicos, apresentam caracteristicas quimicas
que dificultam a decomposicdo da amostra, necessaria para transforma-los em
solucéo aquosa.™

Cabe ressaltar que, dentre as classes de medicamentos existentes, 0s
farmacos triciclicos sdo empregados no tratamento de diversas enfermidades e
muitas vezes s&o indicados como medicamentos de uso continuo, tornando
indispensavel o seu controle de qualidade.*

Nesse sentido, a analise direta de sélidos é uma alternativa viavel, pois ao
permitir que a amostra seja introduzida, com pouco ou nenhum tratamento,

diretamente no equipamento, elimina a etapa de decomposicéo, critica para este tipo
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de amostra. Dentre as técnicas de andlise direta de soélidos, a vaporizagdo
eletrotérmica acoplada a espectrometria de emissdo O6ptica com plasma
indutivamente acoplado (ETV-ICP OES) destaca-se por unir a capacidade
multielementar de analise e baixos limites de deteccao (LODs), com as vantagens
da analise direta de solidos.

A técnica ETV-ICP OES ¢ utilizada para a determinacdo de elementos nos
mais diversos tipos de amostras, dentre elas biolégicas, ambientais, materiais
refratarios e polimeros. Contudo, até o presente momento, ndo ha relatos na
literatura sobre o emprego da ETV-ICP OES para a determinacdo de quaisquer
elementos em farmacos.



2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura esta dividida em trés partes. Na primeira parte
serdo abordados os aspectos gerais sobre impurezas em produtos farmacéuticos,
com énfase em impurezas inorganicas que abrangem 0s metais e 0s ndo metais,
bem como os métodos para a sua determinacédo recomendados pelos compéndios
oficiais. Na segunda parte serdo abordados os aspectos relacionados aos farmacos
triciclicos. Na terceira parte serdo discutidas as técnicas de vaporizacao
eletrotérmica (ETV) e espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), bem como as principais caracteristicas do acoplamento
ETV-ICP OES.
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2.1 IMPUREZAS EM PRODUTOS FARMACEUTICOS

Qualquer componente ndo desejavel presente em um insumo farmacéutico é
considerado impureza.®®* Nos medicamentos, as impurezas podem ser divididas em
impurezas organicas, inorganicas e solventes residuais. As impurezas organicas
podem surgir durante o processo de manufatura e/ou armazenamento do farmaco.
Podem ser citados como exemplo desse grupo de impurezas os materiais de
partida, co-produtos, intermediarios, produtos de degradacdo, além dos reagentes
utilizados para sintese do insumo farmacéutico.'* Dentre as impurezas inorganicas
estdo os sais inorganicos, reagentes, ligantes, catalisadores e metais residuais.***°
Estes estdo relacionados ao processo de manufatura e podem surgir através de
varias fontes, como catalisadores e reagentes usados durante a sintese,
equipamentos, embalagens, além do proprio ambiente.!” Os solventes residuais
podem ser liquidos organicos ou inorganicos usados como veiculos para preparacao

de solucdes ou suspensées para sintese dos insumos farmacéuticos.*>°

2.1.1 Metais e ndo metais como contaminantes em produtos farmacéuticos

Os metais pesados podem ser definidos quimicamente como 0s elementos
localizados nos grupos 3 a 16, entre os periodos 4 e 7 da tabela peridica.'® A
principal razdo para a investigacdo de metais pesados em medicamentos é a
dificuldade de eliminagcédo desses elementos pelo organismo e os diversos maleficios
que podem ser causados a saude. Além disso, existe o aspecto cumulativo na
cadeia alimentar e a persisténcia no meio ambiente, especialmente para Cd, Pb, Hg,
Ni, entre outros.™

Devido a importancia do assunto, nos ultimos anos, muitos estudos sobre a
determinacdo de metais em produtos farmacéuticos tém sido publicados.'*?® Alguns
autores reportaram concentracdes além do limite maximo permitido pelas legislacdes
vigentes em cada pais. Neste sentido, Antosz et al.** empregaram a técnica de
fluorescéncia de raios-X por reflexdo total (TXRF) para avaliacdo de impurezas
inorganicas (Br, Cr, Cu, Fe, I, Ni e Pd) em 14 amostras de insumos farmacéuticos
ativos (IFA), encontrando 14,7 ug g de Cr, 86,2 pg g* de Cu e 665,7 pg g™ de Pd,
enquanto a USP estabelece como limite méaximo 2,5 pug g* para Cr, 25 pg g™ para

Cu e 1 pg g* para Pd. Harris et al.?’ determinaram As, Cd, Cr, Hg e Pb em 334
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amostras de fitoterapicos chineses, onde aproximadamente 20% das amostras
superaram os limites maximos estabelecidos para Cd (0,3 pg g) e Cr (2 pg gb).
Ang e Lee®® empregaram a espectrometria de absorcédo atdmica com geracdo de
vapor frio (CV AAS) na determinacdo de Hg em 100 amostras de fitoterapicos
provenientes da Malasia. Os autores encontraram de 0,53 a 2,35 mg L™ de Hg em
26% das amostras avaliadas. A legislacdo vigente na Malasia estabelece 0,5 mg L™
como concentracdo maxima de Hg. Orisakwe e Nduka?® avaliaram a presenca de Cd
e Pb em 50 xaropes pediatricos provenientes da Nigéria e reportaram a presenca de
Cd em 60% das amostras analisadas, enquanto Pb foi encontrado em 98% das
amostras analisadas. As concentracdes maximas estabelecidas pela USP para Cd e
Pb s&0 0,25 pg g* e 0,5 pg g, respectivamente. Entretanto, concentracbes de até
1,08 mg L™ de Cd e 2,45 mg L™ de Pb foram encontradas nas amostras. Wu et al.*
determinaram Al, As, Cd, Cu, Cr, Hg, Mn, Ni e Pb em 69 produtos fitoterapicos
empregando as técnicas de ICP OES e espectrometria de fluorescéncia atémica
(AFS). Os autores verificaram que todos os produtos apresentaram concentracfes
de Pb inferiores ao limite maximo permitido. Entretanto, 2,9, 5,8, 5,8 e 8,7% das
amostras superaram o limite estabelecido para As, Cd, Cu e Hg, respectivamente.
Outros estudos reportam concentragbfes de elementos abaixo do limite
maximo permitido pelos compéndios adotados em cada pais. Dressler et al.*
avaliaram a qualidade de solu¢des de aminoacidos, glicose e lipidios, utilizados em
solucBes parenterais, através da determinacédo de As, Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Mn, Mo,
Ni e V empregando ICP-MS. Todos analitos apresentaram concentragdes abaixo do
limite maximo estabelecido pela FB®. Van Hoecke, Catry e Vanhaecke®
determinaram 18 elementos em dois excipientes farmacéuticos organicos utilizando
ICP-MS. Os autores encontraram todos os elementos em concentracfes abaixo dos
limites méaximos permitidos pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA) e pela
USP. Nita et al.*® investigaram a presenca de Cd, Ni e Pb em seis excipientes
farmacéuticos e Al, Ba, Cr, Ti e V em polietileno e polietileno tereftalato utilizados
como embalagens para medicamentos. Os autores reportaram concentracbes dos
elementos avaliados dentro dos limites estabelecidos pela USP, EP e BP.

Cassela et al.®*

determinaram Cu e Mn em antibiéticos utilizando a espectrometria de
absorcdo atdbmica com forno de grafite (GF AAS) com introducdo de amostra sob a
forma de suspens&o. Os autores relataram a presenca de 1,2 a 5,3 pg g* de Cu e

0,91 a 3,9 pg g* de Mn, concentracdes consideradas inferiores aos limites maximos
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. determinaram Pb

preconizados para Cu e Mn (250 pg g™?) pela FB.* Kauffman et a
em 45 produtos e suplementos nutricionais empregando ICP-MS e n&o encontraram
concentracdes acima do limite estabelecido pela USP. Flores et al.*® determinaram
Cr em sulfato de bario empregado como medicamento, através da introducao direta
de solidos da técnica GF AAS. Por ndo haver disponibilidade de um material de
referéncia certificado (CRM) da matriz analisada, optaram pela comparagdo dos
resultados obtidos pelo método proposto com os resultados obtidos por ICP OES,
apos decomposicéo acida da amostra. Concentracées de Cr entre 0,45 e 1,06 ug g™
foram reportadas pelos autores, enquanto o limite méximo preconizado pela FB* é
25 pg gt* Contudo, até o momento ndo foram encontrados estudos de
determinacdo de metais e ndo metais utilizando a técnica de ETV-ICP OES em

produtos farmacéuticos.

2.2 METODOS OFICIAIS PARA DETERMINACAO DE METAIS PESADOS EM
PRODUTOS FARMACEUTICOS

A determinacédo de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos pode ser
realizada através de ensaios analiticos, descritos nas farmacopeias ou demais
compéndios oficiais e visam assegurar a qualidade da matéria prima e
medicamento. As Farmacopeias Brasileira, Americana e Europeia em suas edi¢bes
atuais (FB 52 edicdo, USP 35 e EP 7.0, respectivamente) preconizam que 0 ensaio
limite para metais pesados seja realizado pela determinacdo dos elementos

contaminantes, divididos em duas classes:

. Classe 1: As, Cd, Hge Pb
o Classe 2: Cr, Cu, Ir, Mn, Mo, Ni, Os, Pd, Pt, Rh, RueV

Cabe ressaltar que os elementos pertencentes a Classe 1 requerem valores
méaximos permitidos de concentragdo menores que os demais elementos, devido a
elevada toxicidade apresentada. Ainda, como os elementos exibem diferentes
biodisponibilidades de acordo com a forma farmacéutica em que se encontram, 0S
limites maximos permitidos para 0s elementos contaminantes presentes em
substancias de uso parenteral sdo menores que os permitidos em substancias de

uso oral. Além disso, de acordo com a FB*, para os elementos iridio, 6smio, rédio e
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ruténio ndo ha valores declarados como concentracfes maximas permitidas, apenas
recomenda que o somatorio das concentracbes desses elementos seja inferior a
10 pg g*. Na Tabela 1 estdo mostradas as concentracdes méaximas permitidas para

metais e ndo metais, preconizadas pela FB*.

Tabela 1. Limites maximos permitidos de impurezas inorganicas (metais e ndo metais) em

produtos farmacéuticos. (Adaptado de Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢ao)*

Uso oral Uso parenteral
Classe Elemento Limite maximo (ug g™) Limite maximo (ug g™)
Arsénio 15 0,15
Cadmio 0,5 0,05
1 Chumbo 1,0 0,1
Mercurio 15 0,15
Cromo 25 2,5
Cobre 250 25
Manganés 250 25
Molibdénio 25 2,5
Niquel 25 2,5
Paladio 10 1,0
2 Platina 10 1,0
Vanadio 25 25
Iridio
Osmio Somatdrio da concentracdo  Somatdrio da concentracéo
Rédio ndo pode exceder 10 nao pode exceder 10
Ruténio

O ensaio limite para metais pesados, recomendado pela FB* deve ser
efetuado através de dois métodos, 0s quais serdo descritos a seguir.

2.2.1 Ensaio limite por formacéo de particulas solidas de sulfetos

O ensaio limite por formacéo de particulas solidas € um método baseado na
reacdo dos elementos contaminantes com o ion sulfeto, gerado a partir da
tioacetamida (C,HsNS). Os precipitados de sulfetos metalicos sdo comparados com

uma solucéo padrédo de sulfeto de chumbo.? Como a comparacéo é feita visualmente



Revisdo da Literatura

entre as intensidades de cor dos sulfetos da amostra e do padrdao de chumbo, este
ensaio fornece uma avaliacdo subjetiva que esta diretamente relacionada com a
acuidade visual do analista e outros fatores como a luminosidade do ambiente. Além
disso, este ensaio ndo permite que as concentracdes dos elementos sejam
determinadas individualmente, pois a amostra tem sua coloragdo proporcional a
soma dos sulfetos precipitados dos elementos presentes. Desse modo, 0 ensaio
pode resultar em uma avaliacdo erronea, pois nao € possivel concluir se a coloracéo
dos sulfetos precipitados em uma amostra deve-se a presenca de varios elementos
em baixas concentracfes (inferiores as concentracdes estipuladas como toxicas a
saude) ou a altas concentracBes de elementos potencialmente prejudiciais a saude.
Por fim, como ja foi reportado por Barin'!, se a amostra contiver As, Bi, Cd, Cu, Mo,
Sb e Sn em concentracdes 125 vezes superiores ao padrdo estabelecido, este
ensaio ndo sera adequado para detectar tais elementos, pois as coloracbes
desenvolvidas sdo imperceptiveis ou menos intensas que a coloracao referente ao
padrdao de sulfeto de chumbo. Dessa forma, apenas os elementos Ag e Pb
apresentariam respostas satisfatorias frente a este teste. Portanto, o ensaio limite
por formacdo de particulas solidas ndo é apropriado e pode ser considerado, no
maximo, como método semiquantitativo.

Apesar dessas limitacdes, o ensaio limite baseado na precipitacdo de sulfetos
continua sendo um método para determinacédo de metais e ndo metais na FB*e EP®,

juntamente com o método espectrométrico, descrito a seguir.

2.2.2 Determinacédo por espectrometria atdbmica e de massa

A espectrometria atdmica envolve principios fisicos que sdo empregados para
a determinacéo de praticamente todos os elementos. Pode ser dividida basicamente
em 1) espectrometria de absorcdo atbmica (AAS), onde se inserem as técnicas de a)
chama, b) geracdo de hidretos (HG AAS), c) geracao de vapor frio, d) forno de
grafite e 2) espectrometria de emissdo atbmica (AES), onde estdo englobadas as
técnicas de a) chama (F AES) e b) plasma indutivamente acoplado. Além dessas, a
ICP-MS também € uma técnica espectrométrica indicada para a determinacdo de

elementos em baixas concentracdes, devido aos baixos LODs.*’
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Todas as técnicas supracitadas foram recentemente recomendadas pela FB*
para determinacdo de metais e ndo metais, pois possibilitam a quantificacao
individual e de baixas concentracbes dos elementos contaminantes em produtos
farmacéuticos. Além disso, estas técnicas ndo dependem tanto do analista, como no
caso do ensaio limite.

A escolha da técnica a ser empregada na determinacdo de impurezas de
produtos farmacéuticos depende de fatores como a disponibilidade da técnica e,
principalmente, da concentracdo em que a impureza deve ser determinada no
produto. Geralmente, estes elementos estao presentes em concentracdes da ordem
de ng g*, sendo que técnicas como a F AAS ndo sdo adequadas, pois permitem
determinar elementos, geralmente a partir de ug g . Por outro lado, técnicas como
ICP OES e ICP-MS sao bastante atraentes, pois conseguem detectar elementos em
concentracdes t&do baixas quanto ng g e pg g, respectivamente.® Além do baixo
LOD, a ICP OES e ICP-MS também tem como vantagens a capacidade de andlise

multielementar, robustez e boa faixa linear de resposta.®®

2.2.3 Procedimentos de preparo de amostra

De um modo geral, para submeter uma amostra sélida a analise elementar
através das técnicas mencionadas acima, usualmente a amostra passa por uma
etapa de pré-tratamento, conhecida como preparo de amostra. Nesta etapa,
procedimentos de decomposi¢ao por via seca ou por via Umida convertem a amostra
em uma solucdo contendo os elementos de interesse.*

Para os produtos farmacéuticos, a FB* sugere que os procedimentos de
preparo da amostra sejam escolhidos através da sequéncia mostrada na Figura 1.
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A substancia é Decomposicédo da

soluvel em agua? amostra

Os solventes sdo compativeis com a(s)

técnica(s) de espectrometria atdmica?

Efetuar a determinacado por espectrometria atbmica

Figura 1. Sequéncia de etapas para preparo de amostra para posterior determinacdo de
metais e ndo metais em produtos farmacéuticos. Adaptado de Farmacopeia

Brasileira, 52 edi¢&o.*

Portanto, se a substancia a ser analisada for solivel em &gua, basta
solubiliza-la e efetuar a determinacdo por uma das técnicas de espectrometria
atbmica. No caso da substancia ndo ser solivel em agua ou o solvente nao ser
compativel com a técnica escolhida, procede-se a decomposicdo da amostra.* Em
caso de ineficiéncia da decomposicdo por via Uumida em sistema fechado, para
amostras organicas, pode-se proceder a decomposi¢cao por combustdo iniciada por
micro-ondas (MIC) em sistema pressurizado.* Porém, os métodos de decomposicao
sugeridos sdo relativamente morosos, requerem grande volume de reagentes e
estdo sujeitos a erros sistematicos, como contaminacao por reagentes ou perda de

analito por volatilizacdo.

2.3 FARMACOS TRICICLICOS

Farmacos triciclicos apresentam atividade farmacolégica em diversas classes
terapéuticas, como anticonvulsivantes, antidepressivos, anti-histaminicos,
antipsicoticos, relaxantes musculares, etc. Alguns destes podem ser recomendados
no tratamento crénico de diversas enfermidades, onde a ingestdo do medicamento é
diaria. A denominagao ‘triciclico” esta relacionada as estruturas quimicas dos

farmacos, constituidas por trés anéis carbonicos condensados.

10
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Como foi relatado por Barin,"' os farmacos triciclicos carbamazepina,
cloridrato de amitriptilina e cloridrato de imipramina apresentaram grande dificuldade
de decomposicao devido a formacdo de material precipitado, ainda que um sistema
fechado com condicdes severas de decomposicdo fossem empregadas (HNO;
14 mol L™, 35 bar de pressdo e 220 °C). Desse modo, ndo ha garantia de uma
posterior determinacdo elementar confidvel, uma vez que os analitos podem néo
estar completamente solubilizados. Apoés investigacdo acerca do precipitado
formado, foi confirmado que as estruturas triciclicas carbdnicas dos medicamentos
ndo foram decompostas, mas sim convertidas em compostos aromaticos estaveis
através de uma reacéo de nitrac&o.*°

A partir dessas observacées, dez produtos farmacéuticos encontrados na FB*,
com excecdo do cloridrato de nortriptiina e fumarato de cetotifeno, foram
selecionados para o presente estudo e uma breve descricdo de cada produto €
apresentada a seguir. Cabe destacar que na representacao da estrutura molecular,
os produtos que se encontram na forma de sal (cloridrato), estdo representados
apenas pela estrutura de seu principio ativo. Além disso, é valido salientar que os
termos descritivos de solubilidade dos principios ativos estdo de acordo com a FB*
em determinaces feitas a 25 °C, com relagdo a 1 g do s6lido em um numero de
mililitros de agua (referente ao ndmero de partes), conforme esta mostrado na
Tabela 2.

Tabela 2. Termos descritivos de solubilidade e seus respectivos significados. Adaptado de

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢éo.

Termo descritivo Solvente
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soltvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente solavel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco solavel De 1000 a 10000 partes

Praticamente insoltvel ou insolGvel Mais de 10000 partes

11
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Carbamazepina

A carbamazepina  apresenta propriedades  terapéuticas como
anticonvulsivante. Tem como formula molecular Ci;5H12N,O e € praticamente

insolivel em agua.” Sua estrutura molecular esta representada na Figura 2.

N

O)\NHQ

Figura 2. Estrutura molecular da carbamazepina.

Cloridratos de amitriptilina, imipramina e nortriptilina

Os cloridratos de amitriptilina, imipramina e nortriptilina pertencem a classe
dos antidepressivos e devido a sua estrutura quimica - composta de anéis
benzénicos - sdo conhecidos como antidepressivos triciclicos (ADTs). Dentre essa
classificacdo, ainda ha uma subdivisdo entre dois grupos: aminas secundarias, onde
a nortriptilina esta inserida; e aminas terciarias, grupo ao qual pertencem a
amitriptilina e imipramina.** Os cloridratos de amitriptilina e imipramina s&o
facilmente sollveis em &gua; suas formulas moleculares sdo CyHsN'HCI e
C1oH24No'HCI, respectivamente.* J&4 a férmula molecular do cloridrato de nortriptilina
é CioH:N'HCL* A estrutura quimica dos trés cloridratos estdo representadas na

Figura 3.

A0 GO D

@ ! (b) \ @ N

Figura 3. Estruturas moleculares dos cloridratos de (a) amitriptilina, (b) imipramina e

(c) nortriptilina.
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Cloridrato de ciclobenzaprina

O cloridrato de ciclobenzaprina € utilizado como relaxante muscular. E
facilmente sollvel em &gua e sua férmula molecular é CaHo:N'HCL* A estrutura

molecular estd demonstrada na Figura 4.

LD

SN

Figura 4. Estrutura molecular do cloridrato de ciclobenzaprina.

Cloridrato de prometazina, Fumarato de cetotifeno e Loratadina

A classe terapéutica a qual o cloridrato de prometazina, fumarato de
cetotifeno e a loratadina pertencem € a dos anti-histaminicos. Suas estruturas
moleculares sdo Ci7H20N2SHCI, C19H1gNOS e CyH23CIN,O,, respectivamente.
Quanto a solubilidade em agua, a prometazina é facilmente sollvel enquanto que a
loratadina é insoltvel.* Na Figura 5 estdo mostradas as estruturas do cloridrato de

prometazina, fumarato de cetotifeno e loratadina.

)

(@) (b)

Figura 5. Estruturas moleculares do cloridrato de (a) prometazina, (b) fumarato de cetotifeno

e (c) loratadina.
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Cloridrato de tetraciclina

O cloridrato de tetraciclina pertence a classe dos antimicrobianos e € um dos
medicamentos mais utilizados no combate a infec¢cdes bacterianas. Possui férmula
molecular C,,H24N,OgHCI e é solivel em agua.* Sua estrutura molecular esta
representada na Figura 6.

Figura 6. Estrutura molecular do cloridrato de tetraciclina.

Clozapina

A clozapina pertence a classe terapéutica dos antipsicéticos. E praticamente
insoltivel em agua e tem como férmula molecular C1gH15CIN4.* A Figura 7 representa
a estrutura molecular da clozapina.

/
N

w,
N=
m@
N
H
Figura 7. Estrutura molecular da clozapina.

2.4 Vaporizagdo eletrotérmica acoplada a espectrometria de emisséo

Optica com plasma indutivamente acoplado

Nos ultimos anos pode-se observar que a tendéncia das analises quimicas é
a gradativa substituicdo dos métodos classicos de andlise pelos baseados em

técnicas instrumentais. Isto se deve pelo fato de as técnicas instrumentais
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alcancarem melhores LODs, permitindo a determinagdo elementar ou molecular em
baixas concentracfes. Além disso, pode-se observar que ha um grande interesse na
analise direta de solidos, principalmente devido ao menor manuseio (pré-tratamento)
da amostra.*? O acoplamento de um sistema de introducéo de amostras sélidas com
técnicas multielementares e de determinacdo simultdnea de analitos em baixas
concentracdes, como a espectrometria de emisséo éptica com plasma indutivamente
acoplado, é bastante atrativo por diversas caracteristicas, podendo-se destacar a

reducédio do tempo total de andlise e a obtencdo de baixos LODs.*?

2.4.1 Espectrometria de emissdo O6ptica com plasma indutivamente

acoplado

O termo “plasma” foi introduzido por Langmuir em 1929 como denominacéo
para o fendémeno de descargas elétricas ocorridas em gases.** Porém somente em
1964, o uso analitico do plasma indutivamente acoplado (ICP) como fonte de
energia capaz de gerar e excitar atomos e ions livres a fim de realizar andlises
elementares, foi sugerido por dois grupos independentes de pesquisadores:

4 4
|45 | 46

Greenfield et al.”™ e Wendt e Fassel.”™” Nos anos seguintes, muitos autores relataram

a viabilidade do acoplamento de um ICP & um espectrémetro de emisséo 6ptica*’ >
e foi iniciada a fabricacdo de equipamentos de ICP OES comerciais. A partir da
segunda metade da década de 70 foram instalados os primeiros espectrémetros no
Brasil.** Desde ent&o, muitos estudos tém sido realizados empregando a técnica de
ICP OES.

As principais caracteristicas atribuidas a esta técnica, que se tornou bem
estabelecida para analises elementares em diversos tipos de amostras, sdo 0s
baixos LODs, ampla faixa linear de resposta, alta precisdo e a capacidade de
determinacdo multielementar.>*

Basicamente, um espectrometro de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado pode ser dividido em duas partes: fonte de plasma e
sistema o6ptico. O plasma é um gas parcialmente ionizado, eletricamente neutro e
gue apresenta elevada densidade de elétrons livres. O plasma é formado em uma
tocha, constituida por trés tubos concéntricos de quartzo, por onde sao introduzidos

os diferentes fluxos do gas, geralmente argbnio (Ar), que irdo formar o plasma. A
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tocha é introduzida em uma bobina de inducdo, onde um campo eletromagnético de
radiofrequéncia (RF) € aplicado (27 ou 40 MHz, com poténcia da ordem 1000 a
2000 W). O processo de formacdo do plasma ¢€ iniciado através de uma descarga
elétrica, onde sdo formados alguns elétrons e ions livres. Estas espécies séo
submetidas ao campo eletromagnético proveniente de um gerador de
radiofrequéncia (RF) que proporciona a formagéao do plasma, rico em elétrons e ions
Ar. O processo de formacéo do plasma é consequéncia do choque dos elétrons com
alta energia cinética com os atomos do gas, provocando a ionizacdo e formando
Ar* + e. Os elétrons produzidos sdo acelerados pelo campo eletromagnético e a
energia cinética adquirida é transferida para outros atomos de Ar atraves de colisbes
e, desse modo, 0 processo continua em cascata, até o estabelecimento do equilibrio
da energia fornecida pelo gerador RF e a energia consumida para a manutencao do
plasma.** O ambiente quimico formado é eletricamente neutro e o plasma possui
energia suficiente para atomizar e ionizar a maioria dos elementos, pois atinge
temperaturas de até 10000 K. Apds as etapas de atomizacdo e/ou ionizacdo, 0s
elétrons desses atomos e ions absorvem energia suficiente e sdo promovidos a um
nivel mais energético, chamado estado excitado. Ao retornar para o estado
fundamental, a energia absorvida é emitida sob a forma de radiacdo
eletromagnética, com um comprimento de onda (A) caracteristico para cada
transicdo eletrbnica do respectivo elemento. A radiacdo emitida pelo elemento é
conduzida para um sistema 6ptico, composto de um conjunto de fendas, espelhos e
sistema de disperséo arranjados de forma a selecionar apenas o comprimento de
onda referente ao elemento de interesse. A radiacao separada é direcionada para o
detector, onde a mesma é convertida em sinal elétrico, a qual é posteriormente
amplificada e sua intensidade medida. Por fim, a intensidade do sinal obtido pode
ser relacionada com a concentracdo do elemento de interesse, através de uma
curva de calibracdo, podendo-se quantifica-lo na amostra desconhecida.®

Dentre as técnicas de introducdo de amostras em ICP, a nebulizacdo
pneumatica (NEB) com nebulizadores concéntricos ou de fluxo cruzado (cross flow)
e nebulizacdo ultrassonica (USN) sdo amplamente utilizadas. Porém, a nebulizacéo
pneumatica €, provavelmente, a mais usada, devido ao baixo custo, simplicidade e
boa estabilidade apresentados. Entretanto, a NEB apresenta como desvantagem a
baixa eficiéncia de introducdo de amostra no ICP. Ao converter a amostra em

aerossol, apenas as goticulas inferiores a 10 um conseguem alcancar o plasma,
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reduzindo a eficiéncia de introducdo para apenas 2% da amostra originalmente
nebulizada.®® Outra desvantagem da nebulizacdo pneumética é que ao alcancar o
plasma, as goticulas tornam o plasma “Umido”, exigindo uma grande energia do
plasma apenas para ser dessolvatar a amostra, reduzindo a energia disponivel para
posterior volatilizacdo, atomizacdo, ionizagdo e excitacdo dos elementos de
interesse.> Além disso, amostras com alto teor de sélidos dissolvidos, como
suspensdes, por exemplo, provocam grandes dificuldades na nebulizacdo.>®

Apesar das muitas vantagens apresentadas pela técnica de ICP OES,
possivelmente, sua maior inconveniéncia € a falta de um sistema de introducéo de
amostras considerado ideal, onde uma pequena quantidade de amostra (soélida,
liquida ou gasosa) sem sofrer etapas de pré-tratamento € totalmente convertida em
aerossol e é introduzida no ICP com eficiéncia de transporte de 100%.°° Desse
modo, surgiu a proposta da andlise direta de sélidos e da vaporizacao eletrotérmica
(ETV).

2.4.2 Vaporizagao eletrotérmica

O primeiro estudo realizado com a proposta de introducdo de amostras
sélidas em um forno utilizado como atomizador, empregando a espectrometria de
absorcao atdbmica, foi feito por L'vov em 1959. Porém, seu estudo de 1961 é que
tornou o conceito de atomizacdo eletrotérmica mais conhecido.>’ Até essa data, o
arranjo de um atomizador eletrotérmico acoplado a espectrometria de absor¢ao
atdbmica, continha um eletrodo de carbono, onde a amostra era depositada e em
seguida introduzida no forno. A aplicacdo de corrente elétrica no eletrodo resultava
na atomizacdo dos elementos na amostra, enquanto o forno apenas atuava como
cela de aquecimento, levando a perda dos atomos por condensacao. O revestimento
do forno era constituido de tantalo ou tungsténio, porém logo foi substituido por
grafite pirolitico. Entdo, em 1967, Massmann®® descreveu um forno de grafite que
nao usava o eletrodo auxiliar para o aquecimento, ou seja, o tubo de grafite
funcionava tanto como resisténcia para o aquecimento, como atomizador.®®
Atualmente, na vaporizacdo eletrotérmica com detecgdo por emissdo Optica, ao

contrario da atomizacéo eletrotérmica, o forno € empregado apenas para a producao
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de um aerossol seco da amostra, o qual € introduzido no ICP, onde irdo ocorrer 0s
processos de atomizacao, ionizagéo e excitacdo.*?

A vaporizacao eletrotérmica tem como principio o aquecimento, por diferentes
etapas de temperatura e tempo, de uma amostra depositada em um filamento de Ta,
Re ou W ou, mais comumente em uma plataforma de grafite contida em um forno,
também de grafite. O forno é purgado com um gas inerte, geralmente Ar, para que 0
sistema nao sofra reacdo de combustdo. Caso a amostra a ser analisada seja uma
solucéo, procede-se uma etapa de secagem ou dessolvatacdo, com temperatura
ligeiramente acima do ponto de ebulicdo do solvente utilizado. A segunda etapa € a
pirdlise, onde a temperatura deve ser suficiente para destruir e eliminar ao maximo a
matriz da amostra, sem vaporizar quaisquer dos analitos. No caso de determinacgao
de analitos volateis, a adicdo de modificadores de matriz pode ser necessaria, pois 0
modificador reage com esses analitos formando um composto termicamente mais
estavel, evitando a perda desses analitos durante a pirélise. A préxima etapa € a
vaporizacdo, onde a temperatura é alta o suficiente para vaporizar os analitos.
Nessa etapa pode haver a adicdo de alguns reagentes, como os halogenados, que
sdo adicionados para evitar a formacdo de carbetos refratarios e/ou tornar os
analitos mais volateis. Um gas de arraste (geralmente Ar) conduz o aerossol
formado no ETV até o ICP através da linha de transferéncia, a qual une os dois
dispositivos. Na fonte de plasma ocorrem os demais processos de atomizacao,
ionizacdo e excitacdo do aerossol formado. Por fim, € realizada uma etapa de
limpeza, geralmente empregando temperaturas superiores a 2000 °C, com objetivo
de eliminar possiveis residuos de amostra que eventualmente permaneceram na
plataforma. Para aumentar a velocidade da analise e melhorar a precisao, apés o
ciclo de aquecimento, o equipamento ETV é arrefecido a temperatura ambiente
através de um sistema de circulacdo de mistura dgua e alcool etilico, a qual passa
adequadamente através bloco que contém o forno, de forma a ajudar no controle da
temperatura.®®4?

As vantagens apresentadas pela ETV sdo, em sua maioria, consequéncias de
uma técnica de analise de amostras solidas: necessidade de pouca quantidade de
amostra, diminuicdo drastica no consumo de reagentes e geracdo de residuos,
capacidade de analise de amostras contendo alto teor de soélidos dissolvidos ou
solventes organicos,® reducdo dos riscos de perda de analito ou contaminacéo

encontrados na etapa de preparo da amostra, minimizacdo de interferéncias
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causadas pela matriz da amostra***®

e a melhora na LOD da técnica, devido ao
aumento da eficiéncia de transporte do analito até o plasma,”® quando em
comparacdo aos sistemas de introducdo convencionais, como a NEB.®® Porém,
talvez a maior vantagem da vaporizacéo eletrotérmica é a de ndo necessitar fazer a
conversdo das amostras sélidas em solu¢des aquosas por meio de procedimentos
como: extracao; fusdo; calcinacdo ou decomposi¢cao, pois na etapa de preparo da
amostra é despendido aproximadamente 70% do tempo da analise.*® Além disso, a
grande quantidade de reagentes consumidos, as perdas e/ou contaminacgao
originadas durante a etapa de tratamento da amostra também sdo fatores que
favorecem o uso da ETV.*

Entretanto, a técnica também apresenta algumas desvantagens, como a
perda do analito através do processo de condensacdo que ocorre na linha de
transferéncia do vapor até o ICP, que diminui a eficiéncia de transporte do analito.*
Contudo, Hu et al.*® reportaram que a eficiéncia de transporte do analito
empregando-se a ETV pode alcancar até 80%, o que supera a eficiéncia alcancada
com nebulizador pneumatico (em torno de 2%).%* Kantor,®?> em 1988, afirmou que a
eficiéncia do transporte do analito é influenciada pela presenca de outros
componentes da amostra. Isso ocorre, pois 0 analito jA& vaporizado forma
“agregados” com esses componentes, acarretando em um aumento do transporte do
analito, que é fortemente dependente da matriz.

O tempo de andlise individual da amostra também pode ser considerado uma
desvantagem, pois enquanto uma determinagao por ICP OES com NEB usualmente
leva em torno de 10 a 30 segundos, a determina¢do com vaporizacao eletrotérmica
demora de 2 a 3 minutos. A precisdo de uma analise com vaporizacao eletrotérmica
€ de aproximadamente 5 a 10%, enquanto que para um equipamento de ICP OES
com nebulizacdo pneumética esse valor é de 1 a 3%. Outra dificuldade encontrada
no uso da ETV é o perfil do sinal resultante, que por ser transiente necessita de
software para converséo do mesmo em altura ou area.®

De um modo geral, a andlise direta de amostras sélidas apresenta maiores
dificuldades em relacdo a calibragdo. Na vaporizacdo eletrotérmica, algumas
técnicas de calibracdo séo relatadas por autores que tentam superar tal dificuldade
sem que haja perdas na sensibilidade ou reducéo na faixa linear de resposta do
instrumento. A calibragdo externa empregando solucbes de referéncia pode ser

aplicada em alguns casos. O maior empecilho encontrado nesse caso é a diferenga
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entre as composi¢des da matriz da amostra sélida e da solucéo de calibracédo, que
implica em comportamentos distintos, principalmente, na eficiéncia do transporte do
vapor da amostra até o plasma e na etapa de vaporizacdo. Se o analito presente na
amostra nao sofre supressdo ou aumento de intensidade do sinal em relacdo a
resposta do analito na solucdo, a calibracdo externa é a melhor escolha para
calibracdo. A mesma dificuldade em relagcdo a calibracdo pode ser encontrada
guando a amostra é introduzida sob a forma de suspensao e o tamanho de particula
ndo € adequado. Materiais de referéncia certificados podem ser utilizados para
calibracdo quando a composicdo da matriz da amostra € conhecida e similar a do
CRM. Se a amostra a ser analisada ndo é similar a nenhum CRM existente ou ndo
ha disponibilidade de uso, uma alternativa viavel é a producdo de materiais de
calibracdo sintéticos. Outra técnica que pode ser empregada € a calibracdo através
da adicado de padréo. Apesar das diferencas de comportamento entre os elementos
presentes na amostra sélida e na solucdo de referéncia, alguns autores®®
reportaram que, ao realizar uma etapa de secagem da solucdo de referéncia
adicionada a plataforma de grafite previamente a adicdo da amostra, ha a
minimizacdo dos efeitos ocorridos durante a vaporizacdo e transporte. Ainda,
quando a composi¢cdo da amostra ndo é conhecida, esta técnica de calibracdo é
considerada a mais adequada.*?

Apesar das desvantagens apresentadas, a analise direta de solidos €
considerada uma alternativa viavel devido, principalmente, ao fato de que muitas
amostras se encontram naturalmente no estado sélido.>® O acoplamento ETV-ICP
OES relne as vantagens de uma analise direta de sélidos, apresentadas pela
vaporizacao eletrotérmica, com a capacidade multielementar e baixos LODs,
provenientes da técnica de ICP OES. Desse modo, muitos estudos tém sido feitos
empregando a vaporizagéo eletrotérmica como meio de introducéo de diversos tipos

de amostras organicas e inorganicas sob a forma de “vapor” na fonte de plasma.®”"°

2.4.3 Determinagcdo de metais e ndo metais em amostras inorganicas

empregando ETV

Hassler et al.”* determinaram Al, As, Bi, Cd, Co, Cr, Fe, Mg, Mn, Ni, P, Pb, S,
Sb, Se, Si, Sn, Te, Ti, Zn e Zr em cobre de alta pureza por ETV-ICP OES. A
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influéncia de modificadores halogenados gasosos (CCl;F,, CHCIF,, C,H,F, e CHF3)
na etapa de vaporizacéo foi avaliada e com a excec¢ao de Se e Te, todos os demais
elementos vaporizaram completamente. O método de calibracdo empregando
solucbes multielementares aquosas também foi avaliado e apenas para Ag, Mg e Ni
ndo péde ser empregado. A exatiddo do método proposto foi verificada através da
comparacdo com 8 CRMs de cobre. Os LOQs ficaram na faixa de 0,6 a 250 ng g™
para Zr e S, respectivamente.

Nitreto de boro, muito utilizado na industria cosmética, foi avaliado por
Krivan et al.,”? que desenvolveram dois métodos empregando GF AAS e ETV-ICP
OES para determinagao de Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Si, Ti e Zr. Para ambos 0s
métodos foram utilizadas solucdes aquosas para a calibracdo. Com objetivo de
melhorar a separacdo entre matriz e os analitos em ETV-ICP OES, o reagente
CCI,F; foi adicionado ao Ar carreador. Os LODs para este método variaram entre
0,008 e 0,2 ug g™*. Avaliaram também as amostras ap6s processo de decomposicéo,
utiizando GF AAS e ETV-ICP OES, entretanto os LODs variaram de 0,01 a
2,8ug glede0,06alpgg?’, respectivamente.

Curtius et al.”® investigaram a ETV-ICP-MS para a determinacdo de As, Pb,
Se e Sn em sedimentos sob a forma de suspenséao. O forno utilizado na vaporizagao
eletrotérmica foi tratado com Ru, que atuou como modificador permanente. Ainda,
cloreto de sodio foi adicionado a suspensdo para atuar como carreador. As
temperaturas de pirélise e vaporizacdo utilizadas foram 800° C e 2300° C,
respectivamente. Diferentes CRMs foram usados para avaliar a exatiddo do método
proposto. O método de calibracdo externa foi utilizado e os LODs obtidos variaram
de 0,05 a 0,3 ug g™ para Se e Pb, respectivamente.

As técnicas ETV-ICP OES e ETV-ICP-MS foram utilizadas por Hu, Jiang e
Zhang’ na determinacdo de Cr, La, Mo, Ti, Zr e V em material particulado
atmosférico coletado por um filtro e introduzido no vaporizador sob a forma de
suspensao. Fluoreto de polivinilideno foi usado como modificador quimico. A
temperatura de pirdlise utilizada foi de 400°C, enquanto a de vaporizacdo foi
2600° C. Os LODs para ETV-ICP OES variaram de 0,08 a 2,7 ng m™, obtidos para Ti
e V, respectivamente; enquanto para ETV-ICP-MS os LODs encontrados variaram
de 0,005 ng m™ para La a 0,05 ng m™ para Ti.

Medel, Rodriguez e Gay6n’ determinaram Ba, Ce, Cr, Cu, Li, Mg, Mn, Pb,
Rb, Sb, Sn, Sr, U, V e Zn em talco e quartzo e um CRM de quartzo, empregando a
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hY

técnica de vaporizacdo eletrotérmica acoplada a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado com introdugdo da amostra na forma de suspenséo
auxiliada por ultrassom (USS-ETV-ICP-MS). Devido ao forte efeito de matriz
causado pelos minerais avaliados, 0 método de calibracao por adicdo de padrao foi
utilizada. Os LODs variaram entre 0,5 a 3,5 ng g™ para As e Ba, respectivamente.
Os autores verificaram a exatiddo do método comparando os resultados obtidos pelo
meétodo proposto com os obtidos por NEB apds decomposicao das amostras por via
Umida assistida por micro-ondas. A concentracdo dos analitos variou de 0,2 pg g*

para Cr a 60 pg g~para Ba.

2.4.4 Determinagcdo de metais e ndo metais em amostras organicas

empregando ETV

Jiang e Huang’® empregaram o método de USS-ETV-ICP-MS para
determinacao de Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se, V e Zn em farinha de arroz e de
trigo, além de dois CRMs com essas mesmas matrizes, introduzidos sob a forma de
suspensdao. O uso de 8-hidroxiquinolina-5-acido sulfénico como modificador foi
necessario para aumentar a volatilidade dos analitos e possibilitar o uso do método
de calibracdo externa. Os autores reportaram LODs entre 0,6 e 16 ng g7,
respectivos a Cd e Zn. Dentre os elementos avaliados, os que apresentam maior
preocupacdo em relacdo a saude humana sdao Cd, Hg e Pb. Nas amostras, as
concentracdes encontradas para tais elementos foram 0,5, 0,05 e 0,2 pug g™,
respectivamente. Segundo o0s autores, estes valores estdo de acordo com a
legislacéo vigente na China, pois ndo ultrapassam os limites maximos estabelecidos.

Detcheva, Barth e Hassler’’ determinaram 17 elementos (Al, B, Ba, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, P, Pb, S, Sr, Ti, V e Zn) em cinco CRMs de plantas empregando
ETV-ICP OES. Foram avaliadas diferentes técnicas de calibracdo (externa com
padrées aquosos, com CRM de plantas e com padrdes de grafite) e a influéncia dos
modificadores gasosos halogenados CCl,;, CHCI3;, CCIlF, e também do CjzHg
adicionados ao gas carreador (Ar). Os autores reportaram que alguns parametros
foram adequados de acordo com o comportamento similar entre 0s elementos. Para
os elementos formadores de carbetos refratarios (B, Ti e V), os resultados foram

satisfatorios apenas na presenca do modificador CCl,F,, enquanto para os analitos
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Al, Cd, Cu, Fe, Mn e P, foram encontrados bons resultados na auséncia do
modificador. Os LODs obtidos variaram entre 5 ng g™ para Co e Zn e 250 ng g™* para
Fe.

.”® através da

Polimeros fluorocarbonos foram avaliados por Resano et a
introducdo de amostras solidas em ETV-ICP-MS. Os elementos determinados foram
Cr, Cu, Fe, K, Mn, Pb e Zn. As temperaturas de pir6lise e vaporizacdo foram 800 °C
e 2700 °C, respectivamente, e Pd foi utilizado como modificador quimico e padréao
interno. O método de calibracdo externa foi empregado e os LODs foram menores
que 05 pg g*. As concentracbes determinadas variaram  entre
0,01 pg g™ de Pb até 280 pg g de K.

Apesar das diversas aplicacbes encontradas para a determinacdo de
impurezas em medicamentos envolvendo técnicas de espectrometria atémica®® e de
massa, como F AAS,?™ GF AAS % |ICP OES®™® e ICP-MS 2221318 4t o
momento poucas aplicacdes tém sido feitas envolvendo a vaporizagdo eletrotérmica
aplicada em estudos com medicamentos. Recentemente, Jiang e Lin?> empregaram a
técnica USS-ETV-ICP-MS para determinacdo de Cd, Cr, Mo, Pb, Pd e Pt em trés
medicamentos anti-hipertensivos. Os modificadores pirrolidina ditiocarbamato de
amonio (APDC) e 8-hidroxiquinolina foram utilizados para melhorar o sinal dos
elementos. Todos elementos apresentaram LODs menores do que
0,9 ng g*. Dentre os resultados encontrados, 2,4 ug g de Cr foi considerado
preocupante, pois alguns compéndios oficiais como a USP ndo garantem seguranca
em quaisquer concentracédo no caso de ingestdo desse elemento.” A exatiddo do
método, ao qual a introducdo da amostra € feita sob a forma de suspensao, foi
verificada através da comparacdo com os valores obtidos apés determinacdo por
ICP-MS das amostras decompostas.

Apesar das vantagens jA& mencionadas para a analise direta de solidos com o
acoplamento da espectrometria de emissédo Optica e da extrema importancia do
controle da presenca de metais e alguns ndo metais em produtos farmacéuticos,
ainda ndo ha relatos de determinacdo de elementos em farmacos empregando
ETV-ICP OES.
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3 OBJETIVOS

A seguranca e eficacia de um tratamento empregando medicamentos estao
estreitamente relacionadas com o rigor aplicado no processo de controle de
qualidade dos insumos e produtos farmacéuticos.®® O monitoramento de metais e
nao metais em produtos farmacéuticos € de extrema importancia, pois alguns
elementos sdo potencialmente toxicos, enquanto outros podem diminuir a
estabilidade ou até catalisar processos de decomposicdo do principio ativo,
formando subprodutos que podem causar maleficios & satde.?” Em vista disso, a
FB* sugere o ensaio limite para a deteccdo de metais pesados, método bastante
subjetivo e semiquantitativo que nado possibilita a avaliacdo real da toxicidade do
produto. Outro método preconizado pela FB* é a determinacdo por espectrometria
atbmica, método quantitativo e que permite a determinacdo individual dos
elementos.® Entretanto, a necessidade de uma etapa prévia de preparo de
amostras torna a analise morosa e sujeita a erros sistematicos. Além disso, a
estrutura triciclica dos farmacos avaliados neste trabalho torna dificil a etapa de
decomposicéo.™

Portanto, no presente trabalho, serdo avaliados os dois procedimentos de
decomposicédo preconizados pela FB* (decomposicdo por via Umida em sistema
fechado e MIC) com posterior determinacdo dos analitos através da técnica de
ICP-MS e prop&e-se um novo método para a determinacdo de As, Cd, Cr, Cu, Mn,
Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V em dez produtos farmacéuticos triciclicos
(carbamazepina, cloridratos de amitriptilina, ciclobenzaprina, imipramina, nortriptilina,
prometazina e tetraciclina, clozapina, fumarato de cetotifeno e loratadina)

empregando-se a analise direta de solidos através da técnica de ETV-ICP OES.



4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos a instrumentacdo, reagentes, materiais e
amostras utilizadas para o desenvolvimento do presente trabalho. Também &
descrito o sistema ETV-ICP OES e os parametros avaliados na sua otimizacéo
bem como os procedimentos empregados para validacdo e comparacdo de

resultados.
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4.1 INSTRUMENTACAO

A vaporizagdo das amostras foi realizada utlizando-se um vaporizador
eletrotérmico modelo ETV-4000c (Spectral Systems, Alemanha), cujo sistema é
mostrado no item 4.6. O vaporizador consiste de um forno de grafite recoberto
internamente com grafite pirolitico, onde uma plataforma de grafite contendo a
amostra € inserida. O forno é aquecido de forma longitudinal, devido a alta corrente
elétrica aplicada no mesmo. O sistema possui uma conexao entre o vaporizador e 0
ICP OES, por onde a amostra vaporizada € carregada por um fluxo de Ar. Cabe
ressaltar que o revestimento de grafite pirolitco é necessario, pois reduz
significativamente a difusdo de elementos através da parede do forno e a oxidacdo
da grafite.®

Um espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
Perkin EImer Optima 4300 DV (Perkin Elmer, EUA) com configuracdo para vista axial
e radial foi utilizado para os experimentos. O interfaceamento entre o ETV e o
espectrometro foi feito com tubo de politetrafluoretiieno (PTFE) com 100 cm de
comprimento e 0,6 cm de didmetro interno. Para geracdo do plasma foi utilizado
argonio (White Martins, Brasil) com pureza minima de 99,996%. As condi¢bes
operacionais para os equipamentos de ETV e ICP OES estao descritas nas Tabelas

2 e 3, respectivamente.

Tabela 2. Pardmetros operacionais do ETV.

Parametros CondicBes
Gas carreador (Ar), L min™ 0,140
Bypass (Ar), L min™ 0,400
Modificador quimico (CCI,F,), mL min™ 0,5-5,0

Massa de amostra, mg 0,1-75
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Tabela 3. Pardmetros operacionais do instrumento de ICP OES.

ICP OES

Pardmetros Condicbes
Poténcia RF, W 1500
Vazéo de Ar, L min™: Principal 15
Auxiliar 0,2

Comprimento de onda, nm As 188,979
Cd 228,802

Cr 283,563

Cu 324,752

Mn 257,610

Mo 202,031

Ni 341,476

Pb 220,353

Pd 340,458

Pt 299,797

Rh 343,489

Ru 349,894

V 310,230

4.2 REAGENTES

Para o preparo das solucdes de referéncia contendo os elementos estudados,
foi utilizada dgua previamente destilada e deionizada em coluna de troca ibnica e
posteriormente purificada em um sistema Milli-Q (Millipore, EUA), com resistividade
minima de 18,2 MQ cm.

O 4&cido nitrico P.A. (65%, 1,4 kg L™ Merck, Alemanha) utilizado para a
decomposicdo das amostras por via Umida em sistema fechado e como solugéo
absorvedora na combustdo das amostras foi bidestilado em sistema de destilagao
abaixo do seu ponto de ebulicio em destilador de quartzo modelo duoPUR
(Milestone, Italia).

As solucdes de referéncia utilizadas foram preparadas a partir da diluicdo das
solucbes de referéncia multielementares SCP33MS 10 mg L™, (SCP Science,
Canadd) e CLMS-3 (10 mg L™, Spex CertiPrep, EUA) em solucdo de HNO;
0,7 mol L™,
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Para a etapa de preparo da amostra através de MIC, uma solucdo 6 mol L™
de NH4NO; foi preparada dissolvendo o seu respectivo sal (Merck, Brasil) em agua e
utilizada como iniciador de combustdo. Ainda, para esta etapa, oxigénio de alta
pureza (99,9991%, White Martins, Brasil) foi utilizado para pressurizacao dos frascos
de decomposicéo.

Foram avaliados como modificadores quimicos, gas CCI,F,, comercialmente
conhecido como Freon R12, solu¢cdes aquosas de acido ascoérbico (acido ascorbico
PA, Belga Quimica, Brasil), citrico (acido citrico anidro PA, Synth, Brasil), oxalico
(4cido oxalico dihidratado PA, Nuclear, Brasil), Acido etilenodiaminotetracético
(EDTA, ACS, Reagen, Brasil) e Cloreto de sédio (NaCl, PA, Merck, Alemanha).
Todas as solucbes aquosas foram preparadas nas concentracdes 100 mg L' e
100 g L™.

4.3 MATERIAIS DIVERSOS

Para os procedimentos de pesagem da amostra introduzida no vaporizador
eletrotérmico, foi utilizada uma microbalanca Sartorius (modelo M2P, Alemanha)
com resolucdo de 0,001 mg e carga maxima de 2 g. As pesagens das amostras para
a decomposicdo foram realizadas em balanca digital Shimadzu (modelo AY 220,
Japao) com resolucéo de 0,0001 g e capacidade de 220 g.

As amostras foram introduzidas no vaporizador eletrotérmico de forma
manual, utilizando uma pinga fornecida pelo fabricante do sistema ETV. Os tubos e
as plataformas utilizadas foram de grafite recoberto com grafite pirolitico, também
adquiridos da Spectral System (Alemanha).

No procedimento de MIC, algumas das amostras utilizadas foram previamente
moidas utilizando-se graal e pistilo de 4gata e tamisadas em peneiras de 200 mesh
(65 um). Os comprimidos das amostras foram feitos em prensa hidraulica Specac,
modelo Manual Hidraulic Press (Specac, Inglaterra) com pressdo maxima de 15
toneladas, com puncdo de 13 mm de espessura e corpo de aco de 13 mm de
diametro. A prensagem da amostra foi feita a pressdo de 5 toneladas por 30
segundos. Ainda para a MIC, papéis filtro (Schleicher & Schill, n° 5891, 90 mm de
diametro, Alemanha) foram previamente descontaminados através de lavagem

(duas vezes) com HNO3; 10% e (uma vez) com H,O em banho de ultrassom
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(Ultrasonic Cleaner 1440). Posteriormente foram secados em capela de fluxo laminar
modelo CFLH 12 (Veco do Brasil, Brasil).

Para o armazenamento das solu¢cbes das amostras decompostas foram
utilizados frascos de polipropileno (Sarstedt, Alemanha), com volume maximo de
50 mL.

Para a quantificacdo dos sinais obtidos para cada elemento, foi desenvolvido
um software (Sisvap), pois 0 programa que converte as intensidades dos sinais
obtidos pelo espectrometro de emissédo Optica em concentracdo, Ndo processa sinais
transientes. Desse modo, com o Sisvap, todas as intensidades de sinal obtidas
foram convertidas em area e entdo calculadas as respectivas concentracdes dos

analitos.

4.4 AMOSTRAS

As amostras dos produtos farmacéuticos foram adquiridas em farmacias de
manipulacdo e farmacias comerciais locais. As amostras manipuladas foram
submetidas a vaporizacao eletrotérmica e aos processos de decomposicdo de
amostra sem sofrer etapas de pré-tratamento, pois 0s produtos ja estavam na forma
pulverizada. As amostras comerciais, adquiridas sob a forma de comprimido, foram
submetidas a processos de moagem e tamisagcdo enquanto para as amostras
adquiridas em forma de cépsula, apenas a capsula foi separada do contetdo interno
pulverizado. Na Figura 8 € mostrado o aspecto de amostras comerciais loratadina e

clozapina e de uma amostra manipulada (cloridrato de ciclobenzaprina).

Figura 8. Aspecto de uma amostra manipulada (a) cloridrato de ciclobenzaprina e das

amostras comerciais (b) loratadina e (c) clozapina.
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4.5 DECOMPOSICAO DAS AMOSTRAS

A fim de comparar os resultados obtidos pelo método proposto, as amostras
foram submetidas a decomposicdo através de dois métodos. O primeiro método
avaliado foi a decomposicdo por via umida em sistema fechado, onde o forno de
micro-ondas modelo Speedwave four (Berghof, Alemanha) foi utilizado. O sistema é
equipado com rotor com capacidade para doze frascos de TFM (PTFE quimicamente
modificado) e opera com poténcia, temperatura e pressdo maximas de 1450 W,
230 °C e 50 bar, respectivamente. O programa de aquecimento utilizado esta
mostrado na Tabela 4 e a massa média de amostra foi 250 mg. Ambos os
parametros foram empregados de acordo com as recomendacdes do fabricante e

com o trabalho desenvolvido por Barin.*

Tabela 4. Programa de aquecimento utilizado para a decomposicdo das amostras por via

umida.
Rampa, min T°C Tempo de permanéncia, min P, bar
10 200 15 50
1 250 20 50
1 50 30 50

O segundo método utilizado foi a MIC, a qual foi feita em forno de micro-
ondas modelo Multiwave 3000 (Anton Paar, Austria). O sistema é equipado com um
rotor com capacidade para oito frascos. O sistema opera com poténcia, temperatura
e pressao maximas de 1400 W, 280 °C e 80 bar, respectivamente. Foram utilizados
frascos de quartzo comerciais e 0s suportes de quartzo foram desenvolvidos no
Laboratério de Hialotecnia da Universidade Federal de Santa Maria.'! Na Tabela 5
esta mostrado o programa de aquecimento utilizado pelo método de combustéo.
Cabe ressaltar que a massa de amostra empregada foi de aproximadamente
125 mg.
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Tabela 5. Programa de aquecimento utilizado para a decomposicdo por combustéo iniciada

por microondas.

Rampa, min Poténcia, W Tempo de permanéncia, min P,bar Refrigeracéo, Fan
1,5 1400 35 20 1
0 0 20 20 2

Apébs os procedimentos adequados de preparo de amostra, as determinacdes
por ICP-MS foram realizadas empregando-se um espectrdmetro de massa com
(modelo Elan DRCII,

nebulizador concéntrico, camara de nebulizacdo ciclénica e tocha com tubo injetor

plasma PerkinElmer-SCIEX, Canada) equipado com
de quartzo de 2 mm de diametro interno. Nas Tabelas 6 e 7 sdo mostrados 0s
parametros operacionais utilizados e as razfes massa/carga monitoradas,

respectivamente.

Tabela 6. Pardmetros operacionais do instrumento de ICP-MS.

ICP-MS

Parametros Condicbes
Poténcia RF, W 1300
Vazao de Ar, L min™ Principal 15,00

Auxiliar 1,20

Nebulizador 1,04
Cone de amostragem e “Skimmer” Pt
Resolucao, u 0,7
Varreduras/leitura (Sweeps/reading) 5
Leituras/replicata 3
“‘Dwell time”, ms 20
Replicatas 3
Lente idnica Modo Auto Lens

Modo de medida

Modo de operagéo do detector

Peak hopping
Dual
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Tabela 7. Raz6es massa/carga monitoradas.

Elementos massa/carga
Y 51
Cr 52 e 53
Mn 55
Ni 58 e 60
Cu 63 e 65
As 75
Mo 98
Ru 102 e 104
Rh 103
Pd 106 e 108
Cd 111
Ir 191 e 193
Pt 194 e 195
Pb 207 e 208
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4.6 DETERMINACAO DE METAIS E NAO METAIS EM PRODUTOS
FARMACEUTICOS EMPREGANDO ETV-ICP OES

O sistema ETV-ICP OES utilizado no presente trabalho pode ser visualizado

na Figura 9.

-
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L

Figura 9. Sistema ETV-ICP OES. 1: Abertura do forno para introdugdo da plataforma; 2:
Gas carreador (Ar) + Modificador (CCl,F;); 3: Plataforma contendo amostra
sélida; 4: Forno de grafite; 5: Contatos de grafite para aquecimento do sistema;
6: Bypass-gas; 7: Linha de transferéncia do ETV ao ICP OES; 8: Espectrometro
Optico (ICP OES); 9: Tocha ICP.

4.6.1 Avaliacdo dos parametros relacionados a vaporizagao eletrotérmica

Para o0 ajuste dos principais parametros relacionados a vaporizacao
eletrotérmica utilizou-se duas solugcbes multielementares de referéncia de
concentracdo 5 pg L™ para cada analito. A primeira solucdo continha As, Cd, Cr, Cu,
Mn, Mo, Ni, Pb e V em meio HNO; 0,7 mol L™, enquanto a segunda solucéo
continha os analitos Pd, Pt, Rh e Ru, porém em meio HCI 1,2 mol Lt e HNO; 0,14
mol L. Tendo-se em vista a obtencéo de uma boa intensidade de sinal para todos
os elementos, foram utilizados 30 ng de cada analito. Para tal, 6 pL de cada solucéo
foram transferidos para a plataforma e submetidos a evaporagcdo em um sistema
préprio para tal (Drying Bank, Spectral Systems). Posteriormente, a plataforma foi
introduzida no vaporizador eletrotérmico e submetida a diferentes programas de

aguecimento de acordo com os parametros avaliados, descritos a seguir.
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4.6.1.1 Avaliacdo das temperaturas de pirélise e vaporizacao

Inicialmente, os estudos das temperaturas de pirdlise e vaporizacdo foram
feitos através da avaliacgdo do comportamento dos elementos empregando-se
somente as solu¢cdes multielementares. Entretanto, a fim de verificar a existéncia de
efeitos de matriz dos medicamentos, tais estudos também foram realizados com a
presenca da amostra. Devido a baixa concentracdo dos elementos na amostra,
foram adicionados 30 ng de cada elemento, procedendo como descrito no item
4.6.1. Para tal, aproximadamente 5 mg da amostra foram transferidas para a
plataforma e entdo adicionou-se as solucdes. Posteriormente, a plataforma foi
secada no drying bank.

As temperaturas mais adequadas para as etapas de pirélise e de vaporizacao
foram escolhidas como condicdo de compromisso para todos os analitos. Para a
primeira, fixou-se a temperatura de vaporizacdo em 2000 °C e variou-se a
temperatura de pirdlise de 300 a 800 °C. Para a avaliagdo da temperatura de
vaporizacao, avaliou-se o intervalo entre 800 e 1600 °C enquanto a etapa de pirélise
foi fixada em 350 °C. Para a etapa de limpeza, a temperatura foi fixada em 2400 °C,
baseado no trabalho de Jiang.? Para ambas as etapas, a variacdo de temperatura foi
feita a cada 100 °C. O programa utilizado na otimizagdo das temperaturas do
vaporizador eletrotérmico estad mostrado na Tabela 8.

Tabela 8. Avaliacdo do programa de tempo e temperatura utilizado na vaporizagédo

eletrotérmica.

Etapa Rampa, s T, °C Tempo de permanéncia, s
Pirélise 60 300-800 15
Vaporizagédo 0 800-1600 20
Limpeza 10 2400 5

4.6.1.2 Avaliagdo da massa de amostra

A gquantidade maxima de amostra foi avaliada a partir de dois parametros: a
limitacdo fisica imposta pelo tamanho da plataforma e a completa vaporizacdo da
amostra sem que o plasma extinguisse devido ao excesso de matriz (matéria

organica). Desse modo, foram avaliadas massas de 0,5 a 10 mg de amostra.
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4.6.1.3 Avaliacdo da vazao do reagente CCl;F;

Para o estudo do efeito do CCl,F,, compararam-se as intensidades dos sinais
dos elementos na presenca e auséncia do mesmo. Vazdes crescentes de CCl;F; na
faixa de 0,5 a 5,0 mL min™ foram avaliadas. As intensidades dos sinais analiticos
dos elementos sdo referentes apenas as solu¢cdes padrdo, sem a presenca de

amostra.

4.7 RESUMO DO METODO DESENVOLVIDO PARA A DETERMINACAO DE
METAIS E NAO METAIS EM PRODUTOS FARMACEUTICOS POR
ETV-ICP OES

No fluxograma da Figura 10 estdo mostradas as etapas para a determinacao
de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos através do método proposto.
Também estdo mostradas as etapas do método oficial proposto pela FB* que
preconiza etapas de preparo de amostra previamente a determinacdo dos

elementos.
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AMOSTRAS

(Medicamentos triciclicos)

! }

Produtos manipulados Produtos farmacéuticos
(pulverizados) terminados
Comprimidos Capsulas
Moagem Exclusédo da
capsula
A 4
Tamisacao

Otimizacdes Condicdes

% T pirolise

< T vaporizagao
< massa de amostra

«» vazao de

v/ 125 mg de amostra
v 6 mL HNO3 14 mol L
v 50 uL NH4NO3z6 mol L

modificador (CCI,F>)

A 4

DETERMINACAO DE METAIS E NAO METAIS

Figura 10. Etapas para a determinacéo de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos

através do método proposto e as etapas envolvidas no método

preconizado pela FB*.



5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentadas e discutidas as otimizacdes feitas no
sistema ETV-ICP OES para a determinacdo de metais e ndo metais presentes como
impurezas inorganicas em produtos farmacéuticos, bem como os resultados obtidos
e a comparacao do método proposto com o preconizado na FB.
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5.1 AJUSTE DO SISTEMA ETV-ICP OES

As determinagdes realizadas no ICP OES foram feitas monitorando as linhas
de emissdo descritas na Tabela 3 do item 4.1, selecionadas em funcdo da maior
intensidade e menor possibilidade de interferéncias espectrais. O espectrédmetro foi
ajustado para condic6es de maior robustez, através dos parametros de poténcia de
radiofrequéncia, ajustada em 1500 W, e as vazdes dos gases principal e auxiliar,
ajustadas em 15 e 0,2 L min™, respectivamente. Estes ajustes foram feitos usando o
sistema ETV, utilizando 2,5 mg de cloridrato de amitriptilina mais 30 ng de cada
elemento.

ApGs o ajuste das condi¢Bes do instrumento de ICP OES, foi avaliado o efeito
do modificador CCIyF,, sua respectiva vazdo, a vazdo do gas carreador (Ar) e
“by-pass”, as temperaturas e tempos de aquecimento do vaporizador eletrotérmico e
a massa da amostra, como sera discutido a seguir. Para as avaliagdes onde foi
empregada amostra, entenda-se que a amostra em questdo foi o cloridrato de
amitriptilina, escolhida para representar as demais, ao passo que todas apresentam
composicdo elementar semelhante. Cabe ressaltar que, devido a inexisténcia, até o
momento, de publicacdes empregando ETV-ICP OES para determinacao de metais
e ndo metais em produtos farmacéuticos, este trabalho foi baseado em trabalhos

gue tenham avaliado amostras organicas no acoplamento supracitado.

5.1.1 Uso de modificador halogenado

Alguns elementos, principalmente os pertencentes aos grupos 4, 5 e 6 da
tabela periodica (Ti, Zr, Hf, V, Nb, Ta, Cr, Mo e W), sob altas temperaturas, reagem
com o carbono da grafite do forno, formando carbetos refratarios. Os carbetos
formados ndo vaporizam facilmente e alguns necessitam de temperaturas préximas
a 3000 °C para serem vaporizados. Entretanto, o uso de uma temperatura tdo alta
guanto esta causaria a sublimacdo e, consequentemente, a degradacdo da grafite
utilizada nos dispositivos de ETV.%

A adicédo de reagentes halogenados durante o ciclo de aquecimento do forno
de grafite € comumente empregada a fim de converter os carbetos e Oxidos de

elementos refratarios em seus respectivos haletos (geralmente fluorados e/ou
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clorados). Os haletos formados possuem temperaturas de volatilizacdo muito
menores que os 6xidos e carbetos, o que facilita a vaporizagdo dos analitos.>®

Os modificadores halogenados podem ser adicionados ao sistema sob a
forma de gas (CCls, CHF3, CHCI3; e CCIlyF;), de emulsdo (politetrafluoretileno -
PTFE) ou liquida (HCI, HF).*° Sob altas temperaturas, ocorre a decomposicéo destas
moléculas e a formacdo dos radicais CI* e F*, que reagem com o0s analitos da
amostra produzindo os respectivos cloretos e/ou fluoretos volateis.”> Outras
vantagens apresentadas pelos modificadores halogenados sdo a eliminacdo do
efeito de memdéria que pode ocorrer, principalmente para os elementos refratérios,
na auséncia de modificador® e o prolongamento da vida util dos tubos e plataformas
de grafite, uma vez que as temperaturas de vaporizacdo empregadas sdo menores
gue na auséncia de modificador.

A fim de determinar os elementos preconizados pela FB*, que incluem alguns
dos elementos formadores de carbetos refratarios, o CCI,F, foi empregado como
modificador no presente estudo. Dentre os demais modificadores que possuem
apenas F ou Cl em sua composi¢cao, o uso de CCI,F, fornece um ambiente mais
reativo. Além disso, por conter carbono, a decomposi¢do do CCl,F, forma radicais
que podem atuar como redutores para alguns tipos de elementos, facilitando a
volatilizacdo de 6xidos que possuem alta temperatura de volatilizacdo.”* Outra
caracteristica do CCl,F, é a formacdo de pequenos agregados (clusters) com o0s
analitos, o que acarreta em um aumento significativo na eficiéncia de

629394 6, consequentemente, em melhor LOD.**

transporte
Nas Figuras 11 e 12, respectivamente, estdo mostrados os perfis dos sinais
de Cu e Mo (intensidade x leituras) para uma mesma massa de cada elemento, na

auséncia e presenca de CCl,F,.
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5.1.1.1 Otimizagéo da vazéo de CCI,F;, (Freon R12)

Segundo Detcheva, Barth e Hassler’’, que avaliaram CRMs de plantas, a
vazdo de CCIlyF, mais adequada para Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V, entre outros
elementos foi de 2,1 a 2,5 mL min™. Masson®® também desenvolveu método para a
determinacdo de Mn e demais analitos em plantas e reportou que 2,3 mL min™ de
CCIl;F, foi considerada a vazdo mais adequada. Além disso, outros autores
empregaram CCl,F, como modificador gasoso halogenado em vazdes de

1916 6 mL mint %, Desta forma, neste trabalho, foi avaliado

2,3 mL min?,"23 mL min
o efeito do CCIyF,, o qual foi adicionado ao gas carreador, na faixa de 0,5 a
5,0 mL min™. O efeito pode ser observado na Figura 13(a), (b), (c).

Como os demais parametros ainda ndo haviam sido estudados, utilizou-se
2,5 mg de cloridrato de amitriptilina com adicdo de 30 ng de cada analito em
solucéo, baseando-se no estudo de Detcheva, Barth e Hassler’” e as temperaturas
de pirdlise e vaporizacdo foram fixadas em 300 e 1800 °C, respectivamente,

baseadas no trabalho de Jiang e Lin,? no qual medicamentos foram avaliados.
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Figura 13.
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Pd, Pt, Rh e Ru. Condi¢cdes empregadas: 2,5 mg de cloridrato de amitriptilina
com adicao de 30 ng de cada elemento; temperatura de pirélise em 300 °C e
temperatura de vaporizagdo em 1800 °C. Os valores representam a média e o

desvio padrao de 3 determinagdes.
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De acordo com a Figura 13, alguns dos elementos apresentaram perfis de
intensidade de sinal semelhantes entre si e dessa forma foi possivel agrupar os
elementos em trés grupos: a) As, Cd, Mn e Pb; b) Cr, Cu, Mo, Nie V; c) Pd, Pt, Rh e
Ru. O CCIlyF;, influencia na vaporizacdo da maioria dos elementos, pois, com
excegcao do As, a intensidade do sinal aumenta para todos os elementos,
independentemente da vazéao de CCI,F;, usada.

O CCIF, exerceu menor influéncia sobre os elementos do grupo (a),
possivelmente por serem naturalmente mais volateis e conseguem ser vaporizados
sem o auxilio do modificador. Para os elementos dos grupos (b) e (c), que possuem
ponto de ebulicdo maior, o efeito € mais notavel, pois quanto maior a vazdo de
CCl;F,, maiores as intensidades de sinal dos elementos. Além disso, segundo
Kantor,®> o aumento da eficiéncia da formacdo do aerossol do elemento esta
diretamente relacionado com o0 aumento da vazdo do gas que passa pelo
vaporizador eletrotérmico.

A fim de usar uma vazao Unica adequada para todos os elementos avaliados

71,72,77,95

e com base em dados da literatura, a vazao escolhida para os estudos

posteriores foi 3 mL min™.

5.1.2 Ajuste do programa de temperaturas do sistema ETV-ICP OES

A avaliacao das temperaturas de pirélise e vaporizacdo foi feita somente na
presenca do modificador halogenado, CCl;F,, uma vez que na auséncia do mesmo
foi observado que o perfil do sinal é mais arrastado e a intensidade € menor para a
maioria dos elementos, como pode ser observado nas Figuras 11 e 12. Além disso,
o sinal ndo retorna a linha base para os elementos mais refratarios, como o Cr e V.
A avaliacao foi feita utilizando-se 5 mg de amostra e adicdo de 30 ng de cada
elemento. Entretanto, ao realizar a mesma avaliacdo das temperaturas sem a
presenca da amostra, foi observado que os perfis dos sinais dos elementos eram
semelhantes aos perfis nos quais a amostra era empregada. Desse modo, as
temperaturas de pirolise e vaporizagdo foram avaliadas apenas com solugdes
multielementares. Cabe destacar que, antes da etapa de pirdlise, foi adicionada uma
etapa de 200 °C, com o objetivo de reduzir o tempo total do programa do ETV. Além

disso, o tempo entre a etapa de 200 °C e a pirélise deve ser relativamente longo de
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forma a eliminar a0 maximo a matriz da amostra. Caso contrério, pode-se observar
instabilidade ou até mesmo extingdo do plasma. Além disso, para a etapa de

limpeza foi utilizada a temperatura de 2400 °C.

5.1.2.1 Avaliacao da temperatura de pirdlise

O programa de aquecimento empregado em ETV, usualmente, inicia com
uma temperatura de pirélise, a qual objetiva a maxima remocdo da matriz da
amostra, sem a volatilizacdo dos elementos. Ou seja, nessa etapa, ocorre 0
cragueamento das cadeias carbdnicas que constituem a matriz organica das
amostras e deste modo sdo minimizadas as possiveis interferéncias causadas pela
mesma durante a etapa de determinacdo dos analitos. Para tal, foi fixada a
temperatura de vaporizacdo em 2000 °C e variou-se a pirélise entre 300 e 800 °C.
Tais temperaturas foram avaliadas baseando-se no estudo de Jiang e Lin,? as quais
foram estabelecidas como temperaturas de pirélise, 300 °C, e vaporizagao, 2400 °C,
para amostras de produtos farmacéuticos. Cabe ressaltar que o tempo de
permanéncia da amostra na etapa de pirdlise foi o menor tempo suficiente para
promover a remocao da matriz organica presente na amostra.

Como esta mostrado nas Figuras 14, 15 e 16, foram observados
comportamentos térmicos distintos entre os elementos, possivelmente devido as
diferentes volatilidades dos haletos formados. Para elementos como As, Cd, Mo, Pb
e V, a temperatura da etapa de pirélise ndo deve ser alta, pois como esta mostrado
na Figura 14, estes elementos sao perdidos (volatilizados) a partir de temperaturas
proximas de 400 °C, sendo que a temperaturas proximas a 600 °C séao

completamente perdidos.
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Figura 14. Curvas de pir6lise para As, Cd, Mo, Pb e V. Condi¢cdes empregadas: 30 ng de
cada elemento; temperatura de vaporizagdo em 2000 °C; vazdo de CCI,F, em
3 mL min®. Os valores representam a média e o desvio padrdo de

3 determinagoes.

Para os elementos Cr, Cu, Mn, Ni e Ru, a temperatura maxima que nao levou
a perdas dos elementos na etapa de pirdlise foi 600 °C. Como est4 mostrada na
Figura 15, a partir desta temperatura comecam a ocorrer perdas, sendo que a

temperaturas préximas a 800 °C ha perda total dos elementos.
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Figura 15. Curvas de pirélise para Cr, Cu, Mn, Ni e Ru. Condi¢cdes empregadas: 30 ng de
cada analito; temperatura de vaporizagdo em 2000 °C, vazdo de CCIl,F, em
3 mL min?. Os valores representam a média e o desvio padrdo de 3

determinag0es.
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Para elementos menos volateis, como Pd, Pt e Rh, ndo ocorre vaporizacao
dos respectivos haletos até 800 °C, como esta mostrado na Figura 16. Isso permite

uma temperatura de pirélise superior a tal temperatura.
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Figura 16. Curvas de pirélise para Pd, Pt e Rh. Condicbes empregadas: 30 ng de cada
elemento; temperatura de vaporizagdo em 2000 °C, vazdo de CCl,F, em
3 mL min®. Os valores representam a média e o desvio padrdo de

3 determinagoes.

De modo a utilizar apenas um programa de temperatura para a determinacéo
dos treze elementos, a temperatura de pirélise foi limitada pela alta vaporizacdo dos
haletos dos elementos As, Cd, Mo, Pb e V, que requerem uma temperatura baixa
nesta etapa. Assim, a temperatura de pir6lise empregada foi
350 °C, suficiente para a eliminagdo da matriz da amostra e adequada para todos os

elementos.

5.1.2.2 Avaliacao da temperatura de vaporizacao

Na segunda etapa do programa de aquecimento utiizado em ETV, a
temperatura empregada deve ser elevada de tal modo a alcancar a vaporizacao
completa dos analitos. Para tanto, a etapa de pirélise foi fixada em 350 °C e a
temperatura de vaporizacéo foi avaliada no intervalo de 800 a 2000 °C, enquanto o
tempo relativo a esta etapa foi ajustado de acordo com os sinais dos elementos. A
fim de prolongar o tempo de vida util dos tubos e plataformas de grafite, selecionou-

se a menor temperatura suficiente para vaporizagdo de todos analitos. Assim, a
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temperatura considerada mais adequada para vaporizacao foi 1600 °C, como esta
mostrado na Figura 17.
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Figura 17. Temperatura de vaporizacéo do (a) As, Cd, Mo, Pb e V, (b) Cr, Cu, Mn, Nie Ru e
¢) Rh, Pd, Pt. Condi¢cdes empregadas: 30 ng de cada elemento; temperatura de
pirélise em 350 °C. Os valores representam a média e o desvio padrdo de 3

determinag0es.
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5.1.2.3 Programa de aguecimento empregado no sistema ETV-ICP OES

Na Tabela 9 esta mostrado o programa de tempo e temperatura utilizado no
vaporizador eletrotérmico, a fim de determinar metais e ndo metais em produtos

farmacéuticos.

Tabela 9. Programa de tempo e temperatura utilizado no vaporizador eletrotérmico.

Etapa Rampa, s T,°C Tempo de permanéncia, s
Secagem 5 200 10
Pirélise 60 350 15
Vaporizagéo 0 1600 20
Limpeza 10 2400 5

5.2 AVALIACAO DA MASSA DE AMOSTRA

Na Figura 18 est4 mostrada a influéncia da massa de amostra inserida no
sistema ETV sobre a intensidade de sinal dos elementos. Para tal, massas
crescentes de amostra com adicdo de 30 ng de cada elemento foram avaliadas.
Cabe destacar que a faixa de massas avaliadas foi limitada por fatores como a
dificuldade de pesagem de massa muito pequenas (<0,1 mg), a capacidade da
plataforma de grafite (<10 mg) e o excesso de matriz da amostra, a qual leva a
instabilidade e/ou a extincdo do plasma.

Foram observados comportamentos distintos de acordo com as
caracteristicas de cada grupo de analitos. Na Figura 18 pode ser observado que a
matriz da amostra exerce efeitos sobre todos os elementos, mas de forma
diferenciada. E importante destacar que para muitos elementos, o efeito mais
pronunciado ja é observado para massas de até aproximadamente 0,5 mg de
amostra. O aumento da intensidade do sinal pode ser decorrente do efeito do
transporte dos analitos ser melhor na presenca da matriz da amostra. Porém, a
supressdo da intensidade do sinal de varios elementos para massas de amostra
mais elevadas pode ser devido a efeitos no plasma, como 0 maior gasto de energia.
Consequentemente, menos energia esta disponivel para 0os processos de excitacao
dos elementos. Além disso, pode ocorrer o deslocamento da regido 6tima de

observacdo da emissao dos elementos no plasma.
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Figura 18. Efeito da massa de amostra sobre a intensidade dos sinais do (a) As, Cd, Mo e V
(b) Cr, Cu, Mn, Ni e Pb e (c) Pd, Pt, Rh e Ru. Condi¢cbes empregadas: 30 ng de
cada elemento; temperatura de pir6lise em 350 °C, temperatura de vaporizacao
em 1600 °C, vazdo de CCI,F, em 3 mL min. Os valores representam a meédia e

0 desvio padrao de 3 determinagoes.
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Tendo-se em vista estabelecer condicdes de compromisso para determinacéo
de todos elementos, foi estabelecido o uso de massas de amostra de no maximo

2,5 mg.

5.3 AVALIACAO DO USO DE MODIFICADORES

Idealmente, o analito deve ser vaporizado a uma temperatura distinta
(superior ou inferior) da temperatura de vaporizacdo da matriz, buscando assim a
completa separacéo entre o sinal do analito e possiveis interferéncias causadas pela
matriz. Uma alternativa para situacdes onde o analito e a matriz vaporizam a mesma
temperatura é a utilizacdo de modificadores quimicos.®” O emprego de
modificadores provoca uma mudanc¢a nos comportamentos termoquimicos do analito
e matriz. Os modificadores organicos, por exemplo, podem promover a vaporizagao
dos analitos previamente a vaporizacdo da matriz da amostra, assim melhorando a
separacao espaco-temporal entre o analito e a matriz, o que pode levar a reducéo
de interferéncia causados pela matriz na determinacéo dos elementos.?®%

Os modificadores também podem auxiliar no transporte do elemento, pois
ocorre formacdo de pequenos agregados que carregam o0 elemento até o plasma,
minimizando a perda por condensacdo nas paredes do equipamento e na linha de
transferéncia.®> O cloreto de sédio, por exemplo, atua, principalmente, como
carreador fisico e foi empregado em diversos estudos,”*'%'%' bem como o &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA - CioH16N20g).%819%1% Acidos organicos como o
acido ascorbico (CgHgOg),****%" Acido citrico (CeHgO7),*%®*° e A&cido oxalico
(C2H20,),M1 113 sofrem pirdlise & altas temperaturas, o0 que resulta na liberagéo de
varias particulas de carbono que também atuam como carreadores de vapor do
analito.***

Além do CCI,F,, tendo-se em vista a diferenca entre a intensidade do sinal
observado para os elementos contidos na solugcéo de referéncia, na auséncia e na
presenca da amostra, foi estudada a influéncia de diferentes quantidades de acido
ascorbico, citrico, oxalico, EDTA e NaCl sobre o sinal dos elementos.

Segundo Ediger e Beres,** 0 emprego de modificadores em quantidades de
100 a 10000 vezes a massa do elemento presente na amostra, resulta em um

aumento de sensibilidade de duas a cinco vezes. Com base nesse estudo foram
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avaliadas diferentes massas dos modificadores, entre 100 ng e 100 pg. Nas Figuras
19, 20, 21, 22 e 23 estdo mostradas as influéncias dos modificadores avaliados.
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Figura 19. Efeito de (a) 100 ng e (b) 100 ug de acido ascorbico sobre As, Cd, Cr, Cu, Mn,
Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V. Condi¢cbes empregadas: 30 ng de cada elemento;
temperatura de pirélise em 350 °C, temperatura de vaporizacdo em 1600 °C,
vazdo de CCl,F, em 3 mL min™. Os valores representam a média e o desvio

padrdo de 3 determinagdes.
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Figura 20. Efeito de (a) 100 ng e (b) 100 pg de acido citrico sobre As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo,
Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V. Condicbes empregadas: 30 ng de cada elemento;
temperatura de pirdlise em 350 °C, temperatura de vaporizagdo em 1600 °C,
vazdo de CCIl,F, em 3 mL mint. Os valores representam a média e o desvio

padrédo de 3 determinacgodes.



Apresentacédo e Discussdo dos Resultados

3000000 -
(@) HAs
*.Cd
2500000 -
mCr
i
g 11Cu
£ 2000000
- ES H Mn
2
o T @ Mo
% 1500000 s
c e H Ni
8 T .
g i
Q 1000000 .
< ~ s % m Pd
N AN
500000 > H %
ﬁ it \\\ Rh
N = “Ru
B N | T N y
30 ng 30 ng + 100 ng EDTA
7000000 -
(b) mAs
6000000 - - cd
mCr
25000000 - 1 Cu
i)
1] H Mn
[7,]
£ 4000000 | = Mo
¥ |
£ m Ni
S 3000000 -
o “ Pb
o
« 2000000 - T W Pd
H Pt
1000000 - Rh
EE > Ru
0 - vV

30 ng 30 ng + 100 ug EDTA

Figura 21. Efeito de (a) 100 ng e (b) 100 ug de EDTA sobre As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru e V. Condigcbes empregadas: 30 ng de cada elemento;
temperatura de pirélise em 350 °C, temperatura de vaporizagdo em 1600 °C,
vazdo de CCl,F, em 3 mL mint. Os valores representam a média e o desvio

padrédo de 3 determinacgodes.
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Figura 22. Efeito de (a) 100 ng e (b) 100 ug de acido oxalico sobre As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo,
Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V. Condi¢cbes empregadas: 30 ng de cada elemento;
temperatura de pirdlise em 350 °C, temperatura de vaporizagdo em 1600 °C,
vazdo de CCIl,F, em 3 mL mint. Os valores representam a média e o desvio

padrédo de 3 determinacgodes.
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Figura 23. Efeito de (a) 100 ng e (b) 100 pg de cloreto de sédio sobre As, Cd, Cr, Cu, Mn,
Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V. Condi¢cdes empregadas: 30 ng de cada
elemento; temperatura de pirdlise em 350 °C, temperatura de vaporizacdo em
1600 °C, vazdo de CCIl,F, em 3 mL min®. Os valores representam a média e o

desvio padrdo de 3 determinacdes.
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Como pode ser observado nas Figuras 19 a 23 que, com algumas excecoes,
a presenca de 100 ng ou 100 pg dos modificadores avaliados ndao melhorou a
intensidade dos sinais dos analitos. Provavelmente, a presenca do CCl,F,, mascara
o efeito dos demais modificadores, bem como o efeito carreador destes
modificadores ndo foi maior do que o efeito carreador do proprio CCl,F,. Desse

modo, optou-se por ndo utilizar estes modificadores.

5.4 AVALIACAO DO METODO DE CALIBRACAO EMPREGADO NA
ETV-ICP OES

A possibilidade da completa remocao da matriz da amostra através da etapa
de pirdlise reduz eficazmente os efeitos de aumento ou supressao de intensidade de
sinal do elemento, causados pela matriz. Consequentemente, a calibragcdo externa
com o0 uso de solucbes de referéncia aquosas poderd ser empregada para
determinacdes utilizando ETV. Entretanto, em alguns casos, tais efeitos podem
persistir mesmo ao utilizar pirélise para eliminar ao maximo a matriz da amostra.
Assim, 0 uso de padrédo interno ou da adi¢do de padrao € uma alternativa viavel para
calibracéo.?® Contudo, ainda que o comportamento das amostras analisadas sugiram
a presenca de interferéncias causadas, possivelmente, pela matriz e que nenhum
dos modificadores avaliados tenham levado a compensacédo adequada dos efeitos
de matriz encontrados, neste trabalho foi empregado o método de calibracao externa
com solucdes de referéncia aquosas para quantificacéo dos elementos.

Uma “solucéo estoque” de diferentes concentragdes para cada elemento foi
preparada, de acordo com a sensibilidade obtida para cada elemento no
espectrometro 6ptico. Para a construcdo da curva de calibracdo foram pipetados
volumes crescentes desta solucédo (0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10; 25 uL) sob a plataforma, de
forma que a massa dos elementos estivesse na faixa de 0,1 a 250 ng para Cd, Cr,
Cu, Mn, Ni, Pd, Rh, Ru e V e de 27,5 a 6250 ng para As, Mo, Pb e Pt. Para o branco,
foram usadas as plataformas submetidas ao programa de aquecimento do
vaporizador eletrotérmico com adicdo de 5 pL de HNO3 0,7 mol L™, sem adicdo de
guaisquer reagentes. Os perfis dos sinais resultantes de ambos os brancos foi

apenas ruido. A fim de evitar o consumo de reagente e principalmente devido a
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maior praticidade, escolheu-se o uso da plataforma vazia. Na Tabela 10 estdo
mostradas as massas de cada elemento usadas na curva de calibragéo.

Curvas de calibracdo com boa linearidade foram obtidas para todos os
analitos, como esta mostrado na Figura 24. Os coeficientes de correlacéo linear (r?)
foram superiores a 0,993. O desvio padrao relativo foi inferior a 10% (n = 3), relativo
ao Mo, cujo valor foi 0 maior entre os elementos estudados, e ao ponto de curva de
calibracéo onde 5 pL de solucéo de referéncia foram adicionados. Os LODs e LOQs
foram calculados com base nos critérios 30 e 100, respectivamente. O ©
corresponde ao desvio padrdo de 10 medi¢cbes dos analitos com as plataformas
vazias. Na Tabela 11 estdo mostrados os parametros de mérito RSD, LOD e LOQ
para o método proposto.

O limite de quantificacdo relativo para o método proposto ficou na faixa de
0,1 pg g™ para Mn e 356 ug g* para As, estimado considerando o critério 100 (para
10 medic¢des consecutivas da plataforma de grafite contendo 2,5 mg de amostra).

Na Tabela 12 estdo resumidas as condi¢cfes otimizadas para a determinagao
de As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V em produtos farmacéuticos
empregando a ETV-ICP OES.
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Tabela 10. Massas (ng) utilizadas para a construcao da curva de calibracdo dos elementos determinados por ETV-ICP OES.

Volume da solucao (uL) As Cd Cr Cu Mn Mo Ni Pb Pd Pt Rh Ru \%
0,75 185* 1,5* 1,5% 0,4* 0,15* 41* 3* 41 3,7* 78 3,7 3,7 7.,4*

1,2 300~* 2,4 2,4* 0,6 0,24* 66* 4,8* 66 6* 126 6 6 12*

2,5 625* 5 5* 1,25 0,5 137,5* 10 137,5 12,5* 262,5 12,5 12,5 25

5,0 1250 10 10 2,5 1 275* 20 275 25 525 25 25 50

10 2500 20 20 5 2 550 40 550 50 1050 50 50 100

25 6250 50 50 12,5 5 1375 100 1375 125 2625 125 125 250

*Valores abaixo do limite de quantificagéo.

Tabela 11. Parametros de mérito do método proposto para a determinacdo de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos por

ETV-ICP OES.
As Cd Cr Cu Mn Mo Ni Pb Pd Pt Rh Ru \%
RSD, % 3,7 6,7 7,7 53 3,4 10 4,8 57 7.5 8,9 5,8 3,5 51
LOD, ng 267 0,5 1,7 0,1 0,1 114 2,1 6,3 4,9 18 0,2 0,5 6,2
LOD, ug g* 107 0,2 0,7 0,04 0,04 46 0,85 2,5 2,0 7,2 0,08 0,2 25
LOQ, ng 890 1,8 55 0,4 0,3 380 7,1 21 16 62 0,8 1,7 21
LOQ, ug g™ 356 0,7 2,2 0,6 0,12 152 2,8 8,4 6,4 25 0,3 0,7 8,4
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Tabela 12. Pardmetros de mérito do método proposto para a determinacdo de As, Cd, Cr,

Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V em produtos farmacéuticos triciclicos por

ETV-ICP OES.
Parametro Condicoes

Vazao de CCl,F,, mL min™ 3,0
Temperatura de pirélise, °C 350
Temperatura de vaporizacéo, °C 1600
Temperatura de limpeza, °C 2400
Massa de amostra, mg 25

Frequéncia de determinacéo, h™ 20

5.5 DETERMINACAO DE METAIS E NAO METAIS EM PRODUTOS
FARMACEUTICOS EMPREGANDO ETV-ICP OES

Para a quantificacdo dos elementos, foram introduzidos no vaporizador
eletrotérmico 2,5 mg de cada amostra. Algumas das amostras foram previamente
preparadas conforme descrito no item 4.4, para que todas as amostras, comerciais e
manipuladas, fossem analisadas em condigbes semelhantes. Na Tabela 13 estéo
mostrados os resultados encontrados nos 11 produtos farmacéuticos para os 13
elementos avaliados pelo método ETV-ICP OES.

Entre os 11 produtos farmacéuticos analisados, apenas na amostra cloridrato
de ciclobenzaprina foi detectado Cr, cuja concentracdo foi de 5,5 + 0,4 pg g™
Entretanto, o resultado obtido apds a decomposi¢cdo por MIC e determinacdo por
ICP-MS, como sera apresentado no item 5.7, foi 6,31 + 0,12 pug g* de Cr,
representando 87% de concordancia. Também foi realizado um teste de
recuperacdo do analito a fim de verificar o desempenho do método proposto através
da adicdao de 16 ng de Cr, quantidade equivalente a encontrada em 2,5 mg de
amostra. Foi obtido 35 + 2 ng de Cr, 0 que representa 91% de recuperacao. Cabe
ressaltar que a concentracdo de Cr encontrada no medicamento estd dentro dos
limites estabelecidos pela FB.*

Uma dificuldade ao utilizar a vaporizacao eletrotérmica foi encontrada para a
amostra cloridrato de prometazina, onde sobrou residuo na plataforma de grafite,
mesmo apos aplicagdo de temperaturas de até 2400 °C no vaporizador

eletrotérmico, como esta mostrado na Figura 25. Por ser um produto adquirido
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comercialmente, sabe-se que ha silica no excipiente do medicamento, o que justifica
a presenca de residuos na plataforma ap6s o ciclo de aquecimento, uma vez que a
silica ndo vaporiza totalmente nas temperaturas usadas no método proposto,

mesmo na presenca de CClyF».
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Tabela 13. Resultados da analise de onze produtos farmacéuticos empregando ETV-ICP OES para 13 dos 16 elementos preconizados pela

FB*. Valores em pug g™

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
As <356 <356 <356 <356 <356 <356 <356 <356 <356 <356 <356
Cd <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07
Cr <272 <272 5,5+0,4 <22 <22 <272 <272 <22 <272 <22 <272
Cu <0,2 <0, <02 <02 <02 <0,2 <0, <02 <0,2 <02 <0,2
Mn <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01
Mo <152 <152 <152 <152 <152 <152 <152 <152 <152 <152 <152
Ni <28 <28 <28 <28 <28 <28 <28 <28 <28 <2,8 <2,8
Pb <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84
Pd <6,4 <64 <64 <64 <64 <64 <64 <64 <64 <64 <6,4
Pt <25 <25 <25 <25 <25 <25 <25 <25 <25 <25 <25
Rh <03 <03 <03 <03 <03 <03 <0,3 <03 <0,3 <03 <0,3
Ru <0,7 <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07 <07
Y <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84 <84

Amostras
1: Carbamazepina; 2: Cloridrato de amitriptilina; 3: Cloridrato de ciclobenzaprina; 4: Cloridrato de imipramina; 5: Cloridrato de
nortriptilina; 6: Cloridrato de prometazina; 7: Cloridrato de tetraciclina; 8: Clozapina; 9: Fumarato de cetotifeno; 10 e 11: Loratadina.
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Figura 25. Residuo da amostra cloridrato de prometazina apds o ciclo de aquecimento

(limpeza a 2400 °C) no vaporizador eletrotérmico.

Apesar de estarem incluidos no grupo de elementos que tém sua
determinacdo preconizada pela FB* como parte do controle de qualidade em
produtos farmacéuticos, iridio e 6smio ndo puderam ser determinados empregando
o método proposto devido principalmente a baixa sensibilidade apresentada pelos
elementos. Mercurio também ndo pdde ser determinado, pois sendo um elemento
naturalmente muito volatil (ponto de ebulicdo 356 °C), impediria 0 uso de um Unico
programa de temperaturas para analise multielementar. Para a determinacdo de Hg,
o programa de vaporizacdo eletrotérmica deve conter uma temperatura de pirélise
relativamente baixa (~180 °C) para que o elemento ndo vaporizasse antes da etapa
prépria para tal.**® Entretanto, como foi discutido no item 5.1.2.1, devido a matriz da
amostra estudada, é necessario o emprego de temperaturas mais elevadas que
180 °C (~350 °C) para a etapa de pirélise. Também, a presenca de CCIl;F, como
auxiliar de vaporizacao, discutida no item 5.1.1, dispensavel para o Hg, € necessaria
para os demais elementos, principalmente para os que possuem elevados pontos de
ebulicao.

5.6 COMPARACAO DOS RESULTADOS

Como ndo h4 CRM de matriz semelhante a das amostras, os resultados
obtidos pelo método proposto foram comparados com o0s obtidos pela técnica de
ICP-MS. Para tal, as amostras sofreram prévia etapa de decomposicao, a fim de
transformar a amostra solida em solugéo, através de métodos de digestdo por via
umida em sistema fechado e combustéo iniciada por micro-ondas (como descrito no

item 2.2.3). Contudo, como esperado para a maioria das amostras, a decomposi¢cao
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através de digestdo ndo foi eficiente, devido ao alto teor de carbono residual
remanescente. Na Figura 26 estdo mostrados alguns exemplos de produtos

farmacéuticos cuja decomposicao foi ineficiente.

Figura 26. Aspecto dos farmacos (a) carbamazepina, (b) cloridrato de prometazina,
(c) cloridrato de amitriptilina e (d) ciclobenzaprina apés decomposi¢do por via

Umida em sistema fechado.

A ineficiéncia do procedimento de preparo de amostras utilizado ndo permite
uma posterior determinacdo confiavel e, desse modo, a FB* recomenda que o
método de preparo de amostras a ser usado seja a MIC. Desse modo, foram
realizadas as decomposi¢cdes empregando MIC, como descrito no item 4.5, para 0s
11 produtos farmacéuticos analisados neste trabalho, resultando em boas
decomposicdes, o que esta de acordo com dados da literatura.** Na Figura 27 estdo
mostrados, como ilustracdo, solucbes obtidas apés decomposicdo de amostras

empregando MIC.

Figura 27. Aspecto das solucbes obtidos ap6s decomposi¢do por MIC dos farmacos (a)
carbamazepina, (b) cloridrato de prometazina, (c) cloridrato de amitriptilina e (d)

ciclobenzaprina.
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Desse modo, a determinacéo dos metais e ndo metais preconizados pela FB*
foi realizada apenas nas amostras decompostas por MIC. Na Tabela 14 estéo
mostrados os resultados obtidos nos 11 produtos, para 14 dos 16 elementos
preconizados. Cabe destacar que, os elementos Hg e Os ndo foram determinados
devido a necessidade do uso de técnicas especificas para sua determinacdo (como
geracdo de vapor),®” o que comprometeria a condicdo de um Unico método para
analise multielementar.

As curvas de calibracdo obtidas por ICP-MS apresentaram boa linearidade
para todos os analitos e coeficientes de correlacdo linear (r?) superiores a 0,9999. O
desvio padrao relativo foi inferior a 4,6% (n = 3) relativo ao elemento Mo na
concentracdo de 2,5 pg L™. Na Tabela 15 estdo mostrados os parametros de mérito
RSD, LOD e LOQ para o método de comparacao utilizado (MIC e ICP-MS). Cabe
ressaltar que os LODs e LOQs foram calculados com base nos critérios 30 e 100,
respectivamente, sendo que o corresponde ao desvio padrédo de 10 medicdes
consecutivas do branco.

Para melhor compreensdo das vantagens e desvantagens do método
proposto, na Tabela 16 estdo mostrados os valores maximos permitidos para os
elementos preconizados pela FB* os LOQs obtidos pelo método ETV-ICP OES,
bem como os LOQs obtidos através do método comparativo utilizando preparo de
amostra por MIC e determinacgéo por ICP-MS. Cabe ressaltar que a determinacao de
Ni por ETV-ICP OES apresentou o mesmo LOQ que o método comparativo
MIC e ICP-MS. Além disso, os LOQs relativos aos elementos Cu e Mn foram
aproximadamente 10 vezes melhores para o método proposto frente ao método de

comparagao.
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Tabela 14. Resultados da determinacéo dos 11 produtos farmacéuticos para 14 dos 16 elementos preconizados pela FB*. Resultados (ug g*)

correspondem as determinacgdes feitas por ICP-MS apds decomposicdo das amostras por MIC.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Y <21 <21 <21 <21 <21 <21 <21 <21 <21 <21 <21
2Cr <0,9 1,74+0,05 6,31+0,12 <09  1,74+0,49 1,62+0,41 1,69+0,11  1,10+0,05 1,91+0,53  1,30+0,18  1,93+0,08
*Mn <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11
ONi <28 <28 <28 <28 <28 <28 <28 <28 <28 <28 <28
%cu <23 <23 <23 <23 <23 <23 <23 <23 <23 <23 <23
®As <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9
Mo <26 <26 <26 <26 <26 <26 <26 <26 <26 <26 <26
Y°Ru < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
'%Rh < 0,001 < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
1%pg < 0,003 < 0,003 <0,003 <0,003 <0,003 < 0,003 < 0,003 < 0,003 < 0,003 < 0,003 < 0,003
cd <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,23+0,20 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Py < 0,001 < 0,001 < 0,001 <0,001  <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
pt < 0,006 < 0,006 <0,006 <0,006 <0,006 < 0,006 < 0,006 < 0,006 < 0,006 < 0,006 < 0,006
2'pp <05 <05 <0,5 <05 <05 <05 <05 <05 <05 <05 <05

Amostras
1: Carbamazepina; 2: Cloridrato de amitriptilina; 3: Cloridrato de ciclobenzaprina; 4: Cloridrato de imipramina; 5: Cloridrato de

nortriptilina; 6: Cloridrato de prometazina; 7: Cloridrato de tetraciclina; 8: Clozapina; 9: Fumarato de cetotifeno; 10 e 11: Loratadina.



Tabela 15. Par@metros de mérito para a determinacdo de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos utilizando ICP-MS ap6s decomposicdo da

amostra por MIC.

51V 52Cr 55Mn bUNi deu 75As QBMO 102Ru lU3Rh 106Pd lllcd 191”_ 194Pt 207Pb
RSD, n=3, % 4,1 3,5 1,7 3,5 2,6 0,7 4,6 1,0 2,5 3,7 1,7 2,0 1.9 2,9
LOD, pug g* 1,0 0,4 0,4 11 0,9 0,4 0,9 0,001 0,001 0,002 0,005 0,002 0,002 0,2
LOQ, ug g™ 2,1 0,9 11 2,8 2,3 0,9 2,6 0,001 0,001 0,003 0,01 0,003 0,006 0,5

Tabela 16. Comparacéo entre os limites méaximos permitidos pela FB* e os LOQs obtidos na determinacédo de metais e ndo metais em produtos
farmacéuticos utilizando o método proposto (ETV-ICP OES) e o método de comparacéao (MIC-ICP-MS).

As Cd Cr Cu Mn Mo Ni Pb Pd Pt Rh Ru Vv

Limites maximos, FB*, ug g™ 1,5 0,5 25 250 250 25 25 1,0 10 10 3<10 3<10 25
ETV-ICP OES, LOQ, pg g™ 356 0,7 2,2 0,2 0,1 152 2,8 8,4 6,4 25 0,3 0,7 8,4
MIC-ICP-MS, LOQ, ug g™ 0,9 0,01 0,9 2,3 1,1 2,6 2,8 0,5 0,003 0,006 0,001 0,001 2,1
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Foram encontradas algumas dificuldades na aplicacdo da MIC seguida da
determinacao por ICP-MS. A amostra cloridrato de prometazina, como discutido no
item 5.6, apresentou formacdo de residuo ap0s o programa de aquecimento da
vaporizacao eletrotérmica, possivelmente devido a presenca de silica no excipiente
do produto. Ao utilizar a MIC como método de decomposicdo para essa mesma
amostra, foi observada novamente a formacédo de residuo, como esta mostrado na

Figura 28.

Figura 28. Residuo da amostra cloridrato de prometazina ap6s decomposicéo por MIC.

Apesar de nao terem sido encontradas altas concentracdes dos elementos de
interesse nesta amostra (com excec¢éo do Cr), ndo se pode garantir de que nao haja
presenca de impurezas no residuo encontrado. Porém, néo foi feita avaliacdo para
confirmar se ha ou ndo elementos de interesse presentes neste residuo.

Outra dificuldade encontrada foi a massa de amostra utilizada na MIC. Na
combustdo das amostras foram utilizadas massas proximas a 125 mg, a fim de
alcancar melhores LODs, como esta descrito no item 4.5. Entretanto, para o
cloridrato de imipramina, foi observada que a decomposicdo nédo foi completa ao
utilizar esta quantidade. Portanto, a massa da amostra foi reduzida para 80 mg,
onde foi observada completa decomposicdo da amostra por MIC. Porém, com
prejuizo no LOQ. Na Figura 29 sdo comparadas as solu¢des resultantes da

decomposicéo utilizando as duas massas de amostra.
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Figura 29. Decomposicao de cloridrato de imipramina através de MIC com (a) 125 mg e

(b) 80 mg de massa de amostra.
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6 CONCLUSOES

Conforme os objetivos propostos neste trabalho, a determinacdo de metais e
nao metais presentes sob a forma de impurezas inorganicas em produtos
farmacéuticos foi avaliada através da utilizacdo de dois procedimentos de
decomposicdo de amostra — digestdo por via Uumida e MIC — seguida de
determinacao por ICP-MS, além da ETV-ICP OES, método proposto neste estudo.

A determinacdo de As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V por
ETV-ICP OES foi adequada, tendo-se em vista a dificuldade apresentada
principalmente pelos farmacos triciclicos ao utilizar os métodos convencionais, como
a via umida, na etapa de decomposicdo. Os elementos Ir e Os ndo puderam ser
determinados devido a baixa sensibilidade na técnica ETV-ICP OES. Osmio é um
elemento de dificil determinagdo mesmo por NEB-ICP OES, sendo para tal
recomendado o uso de procedimentos especiais, como a geracdo de vapor de
tetroxido de 6smio.®” Merclrio também nado pode ser incluido no método proposto,
pois suas caracteristicas térmicas impedem a utilizacdo de um Unico programa de
temperaturas no vaporizador eletrotérmico para os elementos e amostras analisados
neste estudo.

O método proposto pode ser considerado simples, pois dispensa a etapa de
preparo da amostra, onde ocorre a maioria dos erros sistematicos de uma andlise,
como contaminacdo e perda de elementos. O tempo de andlise requerido pelo
método é relativamente curto (tempo do programa de aquecimento e arrefecimento
do forno é de cerca de 3 minutos) o que também € uma vantagem frente a métodos
gue utilizam a etapa de preparo de amostras.

Os parametros de mérito do método proposto, como precisao e exatidao,
podem ser considerados bons tratando-se de uma técnica de analise direta de
sélidos. O desvio padréo relativo foi inferior a 10% (n = 3) e o teste de recuperacéo
realizado para Cr resultou em 91% de recuperagéo. Cabe ressaltar que o Cr foi 0
anico elemento cuja concentracdo presente em uma das amostras pode ser
guantificada. Contudo, a concentracao encontrada para cloridrato de ciclobenzaprina
(5,5 e 6,3 ug g, obtidos por ETV-ICP OES e MIC seguida de determinac&o por ICP-
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MS, respectivamente) estd abaixo do limite maximo preconizado pela FB*,
de 25 pug g™
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