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RESUMO

DETERMINAQAQ DE IMPUREZAS ELEMENTARES EM SULFATO DE BARIO
POR ICP-MS APOS VOLATILIZACAO EMPREGANDO COMBUSTAO INICIADA
POR MICRO-ONDAS

AUTOR: Gapriel Severo de Carvalho
ORIENTADOR: Erico Marlon de Moraes Flores

Para que seja possivel volatilizar os analitos de amostras inorganicas, aditivos como
a celulose microcristalina tém sido utilizados. Esta entra em combustdo e o calor
gerado ajuda a volatilizar os analitos da matriz sendo, posteriormente, retidos pela
solucdo absorvedora. No presente trabalho foi proposto um método para a
volatilizacdo de As, Cd, Hg e Pb em sulfato de bario (BaSOs4) empregando a
combustdo iniciada por micro-ondas (MIC) e posterior determinagdo elementar por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). As
amostras de BaSO4 foram misturadas com celulose microcristalina, homogeneizadas
e prensadas na forma de comprimidos. Os seguintes parametros relacionados ao
procedimento de combustdo foram avaliados: massa de amostra (300 a 700 mg),
massa de celulose (300 a 900 mg), massa de NH4Cl (300 a 600 mg), solugao
absorvedora (HNO3 3, 5, 7 e 14,4 mol L' e agua régia invertida 25, 50 e 100%) e
etapa de refluxo (5 e 15 min). Valores de referéncia foram obtidos empregando o
meétodo de extragcdo acida assistida por radiagdo micro-ondas (MAE), utilizando agua
régia invertida como solugao extratora. Adicionalmente, foram realizadas extragbes
sequenciais para garantir a extracdo completa dos analitos. A condicdo mais
adequada para o método de volatilizagdo foi empregando 300 mg de amostra, 600
mg de celulose microcristalina e 500 mg de NH4Cl, refluxo de 5 min e uma mistura
de 5,5 mol L' de HNO3 com 1,5 mol L' de HCI. Nessa condigdo os extratos obtidos
apresentaram aspecto incolor e uma concentracdo de Ba pelo menos 250 vezes
menor quando comparada aos extratos obtidos por MAE, evitando assim problemas
de calibragcdo do espectrometro e formacdo de depdsitos de sais nos cones do
equipamento de ICP-MS. Desta forma, pode-se destacar como principal vantagem
do método proposto a separagdo dos analitos da matriz, minimizando interferéncias
na etapa de determinagdo. Além disso, quando comparado ao método de MAE, a
metodologia proposta possui a vantagem de dispensar o uso de acidos
concentrados para o preparo de amostras de BaSO4. Os limites de quantificagao
para As, Cd, Pb e Hg foram 0,012; 0,001; 0,033 e 0,009 ug g, respectivamente
(considerando 300 mg de amostra de BaSOs). Devido a indisponibilidade de material
de referéncia certificado de amostra de BaSO4 ou matrizes semelhantes, ensaios de
adicao de analito foram realizados para avaliagao da exatidao (95%).

Palavras-chave: Combustdo iniciada por micro-ondas, produtos farmacéuticos,
impurezas elementares, preparo de amostra, sulfato de bario, USP.



ABSTRACT

VOLATILIZATION OF ELEMENTAL IMPURITIES IN BARIUM SULFATE
EMPLOYING MICROWAVE-INDUCED COMBUSTION FOR FURTHER
DETERMINATION BY ICP-MS

AUTHOR:,GabrieI Severo de Carvalho
ADSIVOR: Erico Marlon de Moraes Flores

In order to volatilize analytes from inorganic samples, additives such as
microcrystalline cellulose have been applied. The cellulose is burnt and the heat
generated helps to volatilize the analytes of the matrix being, later, recovered by the
absorber solution. In the present work, a method was proposed for the volatilization
of As, Cd, Hg and Pb in barium sulfate (BaSO4) using microwave-induced
combustion (MIC) and subsequent element determination by inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS). BaSOs4 samples were mixed with
microcrystalline cellulose, homogenized and pressed into tablets. The following
parameters related to the combustion procedure were evaluated: sample mass (300
to 700 mg), cellulose mass (300 to 900 mg), NH4Cl mass (300 to 600 mg), absorbing
solution (3, 5, 7 and 14 mol L -' of HNO3 and 25, 50 and 100% of inverse aqua regia)
and reflux step (5 and 15 min). Reference values were obtained by using acid
extraction method assisted by microwave radiation (MAE), using inverse aqua regia
as the extractive solution. In addition, three steps of extractions were performed to
ensure complete a extraction of the analytes. The most suitable condition for the
volatilization method was 300 mg of sample, 600 mg of microcrystalline cellulose and
500 mg of NH4Cl, reflux for 5 min and a mixture of 5.5 mol L -* of HNO3 with 1.5 mol L
-1 HCI. In this condition the extracts presented a colorless appearance and a
concentration of Ba at least 250 times lower then those when compared to MAE, thus
avoiding problems of calibration of the spectrometer and formation of salt deposits in
the cones of ICP-MS equipment. Thus, the main advantage of the proposed method
is the separation of the analytes from the matrix, minimizing interferences in the
determination step. In addition, when compared to the MAE method, the proposed
methodology has the advantage of avoiding the use of concentrated acids for the
preparation of BaSO4 samples. The quantification limits for As, Cd, Pb and Hg were
0.012; 0.001; 0.033 and 0.009 ug g ', respectively (considering 300 mg of BaSQO4
sample). Due to the unavailability of BaSOs certified reference material or similar
matrices, analyte addition assays were performed to assess the accuracy (95%).

Keywords: Barium sulfate, elemental impurities, microwave-induced combustion,

sample preparation, USP.
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1 INTRODUGAO

O sulfato de bario (BaSO4) é pouco soluvel em agua, acidos e solventes
organicos. Sua principal aplicacdo esta relacionada ao seu uso como meio de
contraste em exames radioldgicos, para aumentar a absor¢gdo de raios-X,
proporcionando uma melhor visualizagdo de imagens do trato gastrointestinal.” No
entanto, para que este ou outros produtos farmacéuticos possam ser distribuidos a
populagao, é necessario estabelecer o controle de impurezas elementares presentes
NOS MesMos.

Muitas vezes, as impurezas elementares estdo presentes tanto em matérias-
primas, quanto em produtos farmacéuticos, podendo ser toxicas, mesmo presentes
em baixas concentragdes. Estas impurezas podem ser provenientes de diferentes
fontes, como de residuos de catalisadores, matéria-prima, ou durante a etapa de
fabricagdo do medicamento, como resultado de interagdes com os equipamentos
utilizados para o processamento e estocagem.?

Para garantir a qualidade de um farmaco e evitar que este seja distribuido a
populagdo contendo impurezas elementares, o controle de qualidade tanto em
matérias-primas como em produtos farmacéuticos € extremamente importante.
Neste sentido, métodos para a determinacdo de impurezas elementares em
amostras farmacéuticas vem sendo discutidos em féruns propostos pela United
States Pharmacopeia (USP)3, os quais recomendam o uso de acidos minerais
concentrados e sistema fechado assistido por radiagcdo micro-ondas para a
decomposicado de farmacos. O emprego de acidos minerais concentrados, além de
aumentar o consumo de reagentes pode causar interferéncias na etapa de
determinacéo, relacionadas a supressdo de sinal.*5 Além disso, para o preparo de
amostras farmacéuticas inorganicas, pode ocorrer interferéncia devido a presenca
de componentes da matriz com os analitos.

Atualmente, para a determinacdo de impurezas elementares em farmacos
apos o preparo de amostra, a USP® recomenda o emprego das técnicas de
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).
Ambas vem sendo amplamente empregadas devido ao carater multielementar,

elevada seletividade e sensibilidade.?



15

Tendo em vista a dificuldade e a necessidade de realizar a determinagédo de
impurezas elementares em farmacos inorganicos para o controle de qualidade, o
presente trabalho propée um método para volatilizagcdo de As, Cd, Hg e Pb em
amostras de BaSO4 empregando a combustao iniciada por micro-ondas (MIC) para
posterior determinagcéo por ICP-MS. O método proposto apresenta vantagens em
relagdo aos procedimentos descritos em compéndios oficiais, tais como baixos
limites de detecgdo (LODs na ordem de ng g™'), elevada frequéncia de analise, além
da possibilidade do uso de solugdes acidas diluidas.

A MIC tem sido comumente utilizada para a decomposicdo de amostras
organicas. Recentemente a MIC tem sido empregada para amostras com matrizes
inorganicas. Como nao é possivel fazer a combustdo de amostras inorgéanicas, faz-
se uso de algum reagente auxiliar organico (aditivo), o qual € misturado a amostra.
Devido a elevada temperatura atingida durante a combustao do aditivo, os analitos
sao volatilizados da amostra e, posteriormente, absorvidos em uma solugao
absorvedora. Dentre os aditivos mais empregados, destaca-se a grafite e a celulose
microcristalina. Neste sentido, para o procedimento de MIC, as amostras de BaSOa4
foram misturadas com celulose microcristalina e a determinagcéo de Cd, Hg e Pb foi
feita por ICP-MS, enquanto que As foi determinado utilizando o sistema de geragéo
de hidretos acoplado a ICP-MS (HG-ICP-MS).

O preparo de amostras de BaSO4 pode ser considerado um desafio devido a
dificuldade de sua decomposicdo e baixa solubilidade em acidos mesmo quando
concentrados. Além disso, € importante mencionar que, apesar da necessidade do
controle de impurezas elementares em farmacos, ndo foram encontrados na
literatura métodos de preparo de amostras para posterior determinagao de As, Cd,
Pb e Hg em BaSOa4. Portanto, o método proposto empregando MIC é uma alternativa
para contornar problemas inerentes ao emprego de métodos convencionais, visto
que possibilita a separagdo efetiva dos analitos da matriz, minimizando

interferéncias na etapa de determinacéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo bibliografica esta subdividida em quatro partes. Na primeira parte,
estdo descritas as principais caracteristicas do BaSO4, insumo farmacéutico utilizado
para realizagdo deste trabalho. Na segunda parte, constam os métodos oficiais para
o controle de impurezas elementares em produtos farmacéuticos. Na terceira parte,
sdo abordados os principais métodos de preparo de amostras empregados para o
controle de impurezas elementares. Por fim, estdo descritas as principais técnicas
analiticas para a determinagdo de Iimpurezas elementares em produtos

farmacéuticos.
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2.1 SULFATO DE BARIO - CARACTERISTICAS GERAIS

O sulfato de bario, também conhecido como barita, € um mineral denso,
praticamente insolivel em &gua, acidos e solventes organicos. E amplamente
empregado como matéria-prima na industria de tintas para impressdo e, como
aditivo em fluidos de perfuracdo de pocos de petréleo. Entretanto, sua principal
aplicacao é como contraste radiolégico em exames de raios-X, no qual se faz uso de
uma suspensao de sulfato de bario em agua (Celobar®). Apesar do ion bario ser
extremamente toxico ao organismo humano, sua ingestdo é considerada segura, em
virtude do BaSO4 apresentar baixa solubilidade em agua (Kps =1 x 10194 25 °C) e
acidos.”8

Apesar da ingestdo de BaSOs ser considerada segura para a saude, em
2003, mais de 20 pessoas morreram apos a ingestao deste medicamento devido a
presenca de impurezas.! De acordo com as investigagdes, durante a sintese do
BaSO4 ndo houve um rendimento esperado para a formagédo do produto, restando
carbonato de bario junto ao produto final. Assim, ao ser ingerido, ocorreu a
dissolugdo do BaCOs na presengca do HCI do estdbmago, liberando ions bario e
causando o envenenamento nas pessoas que ingeriram o produto.! Este fato
demonstra a importancia do controle de qualidade dos insumos farmacéuticos, uma

vez que um insumo contaminado pode colocar em risco a vida de pessoas.

2.2 CONTAMINAGAO DE IMPUREZAS ELEMENTARES EM PRODUTOS
FARMACEUTICOS

Dentre as farmacopeias existentes, a USP apresenta um papel de destaque
no campo farmacéutico, estabelecendo padrbes para identificacdo, robustez,
controle de qualidade e pureza de drogas e suplementos alimentares fabricados,
distribuidos e consumidos.® H4 mais de 100 anos, a metodologia padrdo para a
determinacdo de impurezas elementares em produtos farmacéuticos vem sendo o
“‘ensaio limite para metais pesados”, descrito pela USP, European Pharmacopoeia
(EP) e pela Farmacopeia Brasileira. Este método consiste no emprego de uma
solucédo de sulfeto de hidrogénio (H2S) ou tioacetamida (C2HsNS), onde os

elementos metalicos contidos no medicamento sdo convertidos em precipitados
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coloridos, possibilitando a comparacado visual com uma solucdo de referéncia de
chumbo de concentragdo conhecida.0-12

Apesar do ensaio limite para metais pesados ainda estar contido em
regulamentagdes oficiais e ser de facil aplicagdo em laboratério, ele apresenta uma
série de problemas. A principal restricdo deste ensaio esta relacionada com seu
carater semi-quantitativo, fornecendo uma informacgao referente ao somatério da
concentragéo total dos metais pesados, na ordem de mg L', ndo sendo capaz de
inferir a concentracdo individual dos mesmos. Além disso, alguns metais
contaminantes, considerados de importancia nutricional e toxicologica, tais como Cr,
Pd, Ti, V e W ndo formam precipitados com sulfeto de hidrogénio ou
tioacetamida.10:13:14

Outra restricdo ao método € que o precipitado de chumbo (PbS) utilizado
como referéncia para comparagéao visual, apresenta cor preta. Por outro lado, alguns
precipitados metalicos apresentam coloracao diferente do PbS, acarretando em um
erro de comparagao visual, sendo o caso do sulfeto de bismuto (Bi2S3) que
apresenta coloracdo marrom, assim como os sulfetos de As, Cd e Sb que
apresentam coloragdo amarela. Variacbes de luminosidade do ambiente e a
acuidade visual do analista, ao proceder o ensaio, podem também influenciar no
resultado final do ensaio limite para metais pesados.%:13:14

Com o objetivo de obter métodos mais seletivos e sensiveis para
determinacdo de impurezas elementares, a USP publicou dois novos capitulos,
sendo eles o capitulo 232 (Elemental impurities - Limits)'® e 233 (Elemental
impurities — Procedures)®. A implementagdo desses capitulos, além de modificar os
limites maximos para impurezas elementares, visa também o alinhamento destes
com as diretrizes do guia de impurezas elementares do ICH Q3D (Internacional
Council for Harmonization of Technical Requeriments for Pharmaceuticals for Human
Use).?

O capitulo 232 da USP' especifica limites maximos para impurezas
elementares em medicamentos considerando os valores de exposicdo diaria
permitida. Estes limites foram estabelecidos de acordo com a toxicidade de cada
elemento e biodisponibilidade no corpo, sendo especificados para as trés principais
rotas de administragéo: oral, parenteral e inalagdo. A concentragao limite (na ordem
de yg g') é calculada dividindo o valor de exposicéo diaria permitida (ug dia™) pela

dose maxima diaria (g dia') prescrita para drogas especificas.'®
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De acordo com o capitulo 233 (Elemental impurities — Procedures)?, para a
determinacdo de impurezas elementares em medicamentos, faz-se necessaria a
decomposicdo da amostra com uso de acidos minerais concentrados (principalmente
HNOs e HCI) em sistema fechado. Para a determinagéo dos analitos nos digeridos, a
USP recomenda o emprego de técnicas como ICP-OES e ICP-MS, devido a sua
capacidade multielementar, elevadas sensibilidade e seletividade.

2.3 FONTES DE CONTAMINAGAO

As impurezas elementares presentes em produtos farmacéuticos podem ser
provenientes de diversas origens. Dentre as principais fontes de contaminacgao,
destacam-se os residuos de reagentes metdlicos utilizados durante a sintese do
farmaco, além de excipientes (estabilizadores, enchimentos, aglutinantes,
flavorizantes, corantes, dentre outros), agua e equipamentos empregados para o
preparo de ingredientes farmacéuticos ativos (APIls). As impurezas presentes em
produtos farmacéuticos podem ser classificadas como organicas, inorganicas e
solventes residuais. Dentre elas, as impurezas inorganicas merecem destaque, uma
vez que alguns elementos, como As, Cd, Pb e Hg apresentam elevada toxicidade,
mesmo em baixas concentracdes. As impurezas elementares estio relacionadas

com o uso de reagentes, ligantes e catalisadores, sais inorganicos, dentre outros.?

2.3.1 Classificagao das impurezas elementares

Para facilitar o controle de impurezas elementares em produtos
farmacéuticos, o ICH publicou o Guideline for Elemental Impurities?, o qual classifica
impurezas elementares em quatro classes. Cabe destacar que os elementos da
primeira classe serdo mencionados com maiores detalhes, por estarem contidos no
escopo do presente trabalho.

A classe numero 1 compreende As, Cd, Hg e Pb que, apesar de ndo serem
mutagénicos, sdo considerados genotdxicos independente da via de administragéo e
carcinogénicos para seres humanos, com excegao do Hg. O As esta presente em
alimentos, agua de consumo e no ar. Geralmente, sua toxicidade esta relacionada
com sua espécie quimica, podendo ocorrer na forma organica e inorgéanica, onde o

As inorganico apresenta destaque, devido a sua maior ocorréncia em produtos
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farmacéuticos. A exposicdo de humanos ao As provoca cancros de pele, figado,
pulm&o, rim e bexiga. Apds exposi¢ao por inalagéo, é relatado um aumento do risco
de cancer de pulmao.?

O Cd é um metal de transicdo comumente encontrado na natureza como
mineral. Quando na forma de sal, apresenta apenas estado de oxidacédo +2, tendo
elevada solubilidade em agua para alguns sais, como cloreto de cadmio, sulfato de
cadmio e nitrato de cadmio. A exposicao a Cd provoca cancer de pulméo, além
disso, efeitos esqueléticos (osteoporose) e renais sdo observados.?

O Hg é amplamente distribuido no meio ambiente, existindo em trés formas:
Hg elementar, Hg inorganico e organico, sendo comumente encontrado em produtos
farmacéuticos em sua forma inorganica. A toxicidade do Hg e seus sais inorganicos
esta relacionada diretamente com problemas renais. Ademais, é relatada a absorgao
direta de Hg para o cérebro a partir da inalagéo.?

O Pb pode estar presente na forma orgéanica ou inorganica, sendo que o0s
compostos organicos sofrem uma rapida degradacdo na atmosfera, formando
espécies inorganicas de Pb na agua e no solo. A contaminagéo de Pb em humanos,
ocasiona efeitos neurolégicos, imunoldgicos, cardiovasculares, renais, entre outros.?

A classe numero 2 compreende elementos, os quais sao considerados
téxicos para os seres humanos dependendo da rota de administracdo. Os elementos
da classe 2 sado divididos em duas subclasses (2A e 2B) de acordo com sua
probabilidade de ocorréncia em produtos farmacéuticos.?

Os elementos contidos na subclasse 2A (Co, Ni e V) sdo comumente
utilizados como catalisadores e, em alguns casos, ndo sao eficientemente
eliminados apdés a sintese. Desta forma, o Guideline for Elementar Impurities
recomenda uma avaliagdo de risco em todas as potenciais fontes de impurezas
elementares e vias de administragdo para esta subclasse de elementos.?

As impurezas elementares da subclasse 2B (Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru,
Se e TI), por sua vez, possuem uma ocorréncia menor em produtos farmacéuticos,
devido a sua baixa abundancia e baixo potencial de ser co-isolado com outros
materiais. Assim, ndo ha necessidade em se realizar uma avaliacado de risco, a
menos que 0s mesmos sejam intencionalmente adicionados durante a fabricacéo de
algum componente do medicamento.?

Os elementos presentes na classe 3 (Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sb e Sn) sao

considerados de baixa toxicidade quando administrados por via oral, entretanto,
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requerem uma avaliacdo de risco quando administrados por rota parenteral e/ou
inalagado. Por fim, na classe 4 estdo contidas as impurezas elementares as quais néao
apresentam limites maximos de exposicdo diaria permitida devido a sua baixa
toxicidade. Alguns destes elementos sao Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, W e Zn. Na
Tabela 1 € mostrada a concentracido limite padrao de impurezas elementares em

produtos farmacéuticos de acordo com o Guideline for Elemental Impurities, do ICH.?

Tabela 1. Concentracido limite padrdo de impurezas elementares em produtos

farmacéuticos e excipientes para uma dose diaria maxima de <10 g/dia.

Via de administragao

Elemento, ug g’

Uso oral Uso parenteral Uso por inalagao

Céadmio 0,5 0,2 0,2
Chumbo 0,5 0,5 0,5
Arsénio 1,5 1,5 0,2
Mercurio 3 0,3 0,1
Cobalto 5 0,5 0,3
Vanadio 10 1 0,1
Niquel 20 2 0,5
Talio 0,8 0,8 0,8
Ouro 10 10 0,1
Paladio 10 1 0,1
Iridio 10 1 0,1
Osmio 10 1 0,1
Radio 10 1 0,1
Ruténio 10 1 0,1
Selénio 15 8 13
Prata 15 1 0,7
Platina 10 1 0,1
Litio 55 25 2,5
Antiménio 120 9 2
Bario 140 70 30
Molibdénio 300 150 1
Cobre 300 30

Estanho 600 60

Cromo 1100 110 0,3
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Na Tabela 1, estdo descritos os valores de concentragao limite para as
impurezas elementares de acordo com a USP, onde os contaminantes contidos na
classe 1 (As, Cd, Hg e Pb) apresentam menores concentragdes limites, justificando a
importancia no desenvolvimento de métodos analiticos que possibilitem a
determinacao destes elementos com elevada seletividade, aliado a baixos LODs.

Sao encontrados diversos estudos para o desenvolvimento de métodos de
preparo de amostras farmacéuticas'®2?3, os quais serdo abordados com maiores
detalhes no item 2.4. Cabe destacar que os métodos de preparo de amostras que
empregam radiagdo micro-ondas vém ganhando destaque devido ao seu rapido

aquecimento quando comparado ao aquecimento convencional.?425

2.4 PREPARO DE AMOSTRAS PARA POSTERIOR DETERMINAGCAO
ELEMENTAR

De modo geral, para que seja possivel a determinacdo de contaminantes
elementares por diferentes técnicas analiticas, € necessaria uma etapa prévia de
preparo da amostra.?*+26 Métodos de preparo tem como propdsito submeter a
amostra a um tratamento apropriado, visando eliminar a matriz e reter os analitos em
solugdo. A escolha do método a ser empregado depende da natureza da amostra e
dos analitos, da concentracdo, assim como da técnica de determinacéo.?*

Para a determinagcdo de impurezas elementares diferentes métodos de
preparo de amostras estdo relatados na literatura, os quais empregam técnicas de
ICP-OES e ICP-MS na etapa de determinagdo.'® Dentre eles, se destacam a
dissolucdo direta da amostra, decomposicdo em sistema fechado, extragcdo e
métodos de combustdo.® E importante destacar que, com excecdo da dissolugdo
direta da amostra, os demais métodos vem sendo desenvolvidos empregando

aquecimento por radiagdo micro-ondas.?*

2.4.1 Emprego da radiagao micro-ondas para o preparo de amostras

Desde a década de 70, a radiacdo micro-ondas vem sendo utilizada como
fonte de aquecimento para a decomposicdo de amostras por via umida. Nas
decomposicdes assistidas por radiagdo micro-ondas, a radiagdo eletromagnética é

absorvida e convertida em energia térmica, aquecendo o meio reacional. Na pratica,
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0 aquecimento por radiacdo micro-ondas proporciona procedimentos de
decomposicdo mais rapidos do que aqueles com aquecimento condutivo, quando
realizadas em equipamentos adequados para este fim.24

Dentre as principais vantagens apresentadas pelo emprego da radiagao
micro-ondas, pode-se destacar seu rapido aquecimento, como consequéncia de dois
mecanismos de interagdo da onda eletromagnética com a matéria, a i) rotacdo de
dipolos que consiste na orientacdao de dipolos elétricos do solvente pela onda
eletromagnética e a ii) migragéo idnica, que consiste na migragcao eletroforética de
ions dissolvidos quando aplicado um campo eletromagnético. Portanto, para que
uma solugdo interaja com as micro-ondas, € necessario que a mesma seja polar
e/ou contenha ions em solugdo.?*

Inicialmente, estudos empregando radiagdo micro-ondas no preparo de
amostras eram executados em fornos domeésticos. Porém, com a evolugdo da
instrumentacdo, fornos de micro-ondas especificos para o preparo de amostras
foram desenvolvidos, os quais sdo equipados com sensores para o monitoramento
de temperatura e pressédo nos frascos (para sistemas de decomposi¢cao fechados).
Além disso, os frascos sdo projetados para suportar elevadas temperaturas e
pressdes (para sistemas fechados) sendo que os materiais comumente utilizados
para a confeccdo dos frascos de digestdo sdo o quartzo, o politetrafluoretileno

(PTFE), e o poli(tetrafluoroetileno-co-perfluoropropil vinil éter) (PFA).24:25

2.4.2 Decomposigao por via umida assistida por micro-ondas (MAWD)

A decomposicdo de amostras por via uUmida geralmente requer o
aquecimento na presenca de um acido mineral oxidante (geralmente HNOs3), mistura
de acidos ou ainda mistura de acido oxidante com H202.2°> O emprego do HNO3
como reagente oxidante possibilita uma série de vantagens frente aos demais
acidos, como sua obtengao com baixo teor de impurezas e a formacao de nitratos
soluveis em meio aquoso para maioria dos metais, minimizando o risco de formagéo
de precipitados dos analitos.?”

Convencionalmente, quando se obtém uma solugdo limpida e incolor,
assume-se que a oxidacdo da matéria organica foi eficiente. Entretanto, tal

pressuposto ndo €& necessariamente verdadeiro para todos os casos. Muitos
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compostos organicos s&o decompostos apenas parcialmente, permanecendo
dissolvidos em solucdo e, em muitas situagdes, ndo apresentam coloracéo.

Decomposigdes incompletas da matéria organica resultam em um digerido
com elevado teor de carbono dissolvido, o qual, além do depdsito de carbono que se
forma no cone e no Skimmer do espectrometro de ICP-MS, pode causar
interferéncias durante a etapa de determinag&o.2%2°

Quando a decomposicado por via umida é feita em sistemas abertos, pode
ocorrer perdas de alguns elementos (ex: As, Cd, Hg e Se), por volatilizagdo.?* Além
disso, quando sistemas abertos sdo empregados, existe risco de contaminagéo
cruzada entre os frascos durante a decomposi¢cdo. Ademais, a temperatura maxima
que o solvente atinge € menor quando comparada aos sistemas fechados, o que
muitas vezes, dependendo da matriz, compromete a eficiéncia de decomposig¢éo.?*
Desta forma, a utilizagdo de sistema fechado € preferivel, uma vez que aumenta a
eficiéncia de decomposicdo devido ao aumento da pressao e, por consequéncia, da
temperatura de ebulicdo da solucdo acida, além de minimizar riscos relacionados a
perda de analitos ou contaminacao por fontes externas.2427:30

Em alguns casos, ha necessidade do uso de HF para a decomposigédo da
amostra por via umida empregando a MAWD, especialmente quando as amostras
possuem elevada fragdo inorganica (elevado teor de cinzas) insoluvel nos acidos
comumente empregados. Assim, os analitos podem ficar retidos nesta fragéo, sendo
necessario uma dissolugdo completa da amostra para que haja recuperagado dos
mesmos.2*

Diversas aplicagbes de MAWD para produtos farmacéuticos estéo
reportadas na literatura. Chahrour e colaboradores®' propuseram um método de
preparo de amostras para a posterior determinagao de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ir, Mo, Ni,
Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V por ICP-MS seguindo os métodos descritos nos capitulos
(232 e 233) da USP. Para tal, foi realizada a dissolugéo direta e decomposi¢ao por
via umida do ingrediente farmacéutico ativo organico (TP-6076) sob diferentes
condicdes. A dissolugéo foi feita com uma mistura de HCI 5% (v/v), acido acético
(CH3COOH) 0,1% (v/v), tiouréia (CH4N2S) 0,076% (m/v) e acido ascorbico (CeHsOs)
0,01% (m/v), utilizada para complexacéo e estabilizagdo dos analitos. Tais condigdes
permitiram a determinacdo de 14 analitos controlados pela USP. Foram obtidas
recuperagdes entre 94 e 109%, a qual esta de acordo com os requerimentos

estipulados pela USP (capitulo 233). Para procedimentos de digestao por via umida,
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0 uso de HNOs3 e uma mistura de HNOs e HCI (80:20%) foram investigados, com e
sem o aquecimento por radiagdo micro-ondas. Os autores relataram que o emprego
da digestao assistida por micro-ondas possibilitou recuperagbes quantitativas para
Pd (90 a 95%), e com a digestdo em temperatura ambiente foram obtidas
recuperacoes aceitaveis (71 a 75%), segundo o capitulo 233, da USP (70 a 150%).

Recentemente, Silva e colaboradores®? propuseram a decomposigio por via
umida em sistema fechado assistido por micro-ondas (massa de 100 e 500 mg de
amostra) para posterior determinacédo de As, Cd, Hg e Pb em oito diferentes drogas
de uso continuo e dois excipientes. A determinagdo dos analitos e os ensaios de
recuperacdo foram feitos utilizando ICP-OES e ICP-MS empregando a cela de
colisdo. A decomposicao foi feita com a adicdo de 5 mL de agua régia invertida (3
HNO3 + 1 HCI, v/v). Para determinagao dos analitos foi feita a calibragdo externa e
comparada com a calibragdo por adicdo de analito nos digeridos. Os possiveis
efeitos de matriz foram verificados comparando o coeficiente angular da curva de
calibracdo externa com a de adicdo de analito, onde nao foi observado diferenca
significativa entre as inclinagdes. Para os ensaios de recuperagdo foram obtidos
valores de 75 a 148% por ICP-OES e de 74 a 120% utilizando ICP-MS. Os LODs
obtidos para todos analitos foram inferiores a 17000 ug kg™ por ICP-OES e 41,6 ug
kg™ por ICP-MS.

2.4.3 Extragao assistida por micro-ondas

Quando as amostras inorganicas sao aquecidas com uma solugdo,
geralmente, ndo ocorre a decomposi¢ao da amostra.?* Entretanto, os analitos podem
ser extraidos (lixiviados) quantitativamente da matriz e solubilizados. Este
procedimento, quando feito sob radiagdo micro-ondas, é denominado extracio
assistida por micro-ondas (MAE). A extracdo consiste em processos de dessorgéo,
difusdo e solubilizagdo dos analitos em uma solugao extratora adequada. Em geral,
para que se obtenham recuperacdes quantitativas, a interacdo entre o solvente e os
analitos deve ser maior do que a interacdo entre os analitos e a matriz.?> Desta
forma, para a extragdo da maioria dos elementos, com exceg¢do dos halogénios, se
faz uso de solugdes extratoras acidas (geralmente HNOs ou mistura entre HNOs3 e
HCI). Neste sentido, para farmacos com matrizes inorganicas, o capitulo 233 da

USP?3 recomenda a extragdo das impurezas elementares, utilizando sistema com
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frascos fechados, similares aos empregados em métodos de decomposi¢ao por via
umida.

O emprego de micro-ondas para procedimentos de extragdo vem sendo
explorado para diferentes tipos de amostras, devido ao seu rapido aquecimento
comparado com o aquecimento convencional. A MAE pode ser realizada tanto com
frascos abertos, quanto com frascos fechados. Porém, como descrito anteriormente,
sistemas com frascos fechados sao preferiveis, uma vez que operam em
temperaturas acima do ponto de ebulicdo dos reagentes, além de minimizar riscos
de perda dos analitos e de contaminag&o.?*

Ademais, métodos de extragdo apresentam como inconveniente a
necessidade do uso de reagentes concentrados, o que aumenta a geragao de
residuos. Além disso, € importante destacar que os procedimentos de extragao nao
eliminam ou separam a matriz dos analitos. Isto pode resultar em diversos
problemas durante a etapa de determinagdo por ICP-MS, como a formacao de
depdsitos no cone de amostragem e Skimmer, além de interferéncias ocasionadas

pela matriz.33

2.4.4 Combustao iniciada por micro-ondas (MIC)

O processo de combustdao compreende fenédmenos fisicos e quimicos, os
quais resultam na formacgao de reacdes exotérmicas, emissdo de luz e ondas de
choque. Além disso, ocorrem fendmenos de transporte de matéria e energia, como a
conducgéao de calor e a difusdo das espécies quimicas.?+25

As reacbes de combustao consistem na mistura de dois componentes, um
combustivel e um oxidante, na qual a matéria organica é convertida (decomposta)
principalmente em CO2 e H20. Quando considerado os métodos de preparo de
amostra, o combustivel empregado € a matéria organica, geralmente presente na
matriz, e como oxidante é utilizado oxigénio.?#:34

A partir de métodos de combustado desenvolvidos anteriormente (frasco de
combustdo de Schoniger e bomba de combustao), foi proposto por Barin o método
de combustdo iniciada por micro-ondas em sistema fechado (MIC), sendo
inicialmente empregado para a posterior determinagdo de metais e nao-metais em

produtos farmacéuticos.?®36 Este método possui a caracteristica de associar as
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vantagens da digestao por via umida com aquecimento por radiagdo micro-ondas, as
vantagens dos métodos de combustdo, em sistema fechado.

De modo geral, a MIC possibilita a decomposi¢cao de matrizes organicas em
frascos fechados com Oz, onde a ignicao da combustao ocorre a partir da incidéncia
da radiacdo micro-ondas sobre um papel contendo o iniciador de combustao
(geralmente NHsNO3). O mecanismo proposto por Pereira et al.*’ sugere que a
ignicao ocorre pela oxidagao do papel pelo NH4sNO3s sob aquecimento por radiagao
micro-ondas, o que é favorecido pela elevada pressao de Oa.

Para decomposicdao por MIC, a amostra, comumente na forma de
comprimido, € colocada em um suporte de quartzo acima de um disco de papel
previamente umedecido com 50 uL de NH4NO3 6 mol L, onde sob a radiag&o micro-
ondas a mistura papel/NHsNOs é responsavel pela ignicdo da combustdo. Os
frascos sao fechados, posicionados no rotor e pressurizados com oxigénio
(geralmente 20 bar). Por fim, o rotor é colocado na cavidade do forno de micro-
ondas e irradiado pelas micro-ondas (1400 W) para iniciar a combustdo. Apds a
queima, a irradiacdo dos frascos com radiagdo micro-ondas é mantida por
determinado tempo para que ocorra a etapa de refluxo. Desta forma, ocorre uma
limpeza efetiva do suporte de quartzo e da parte interna do frasco. Na maioria dos
casos, o tempo necessario de refluxo para solubilizagao é de 5 min, no entanto, para
alguns elementos (por exemplo, F) € necessario um maior tempo para absorg¢éao (20
min).24:34

Apo6s a decomposicao, faz-se uso de uma solugédo absorvedora, geralmente
solugdes acidas diluidas (principalmente HNO3s e/ou mistura entre HNO3 e HCI), para
a solubilizacdo da maioria dos analitos. Entretanto, para a solubilizacdo de
halogénios, solu¢des alcalinas diluidas (NH4OH) sdo comumente empregadas como
solugdo absorvedora.'® A Figura 1 ilustra o suporte e copo de quartzo utilizados para
procedimentos de MIC.
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Figura 1. (a) Suporte de quartzo utilizado para comportar a amostra e (b) frasco de quartzo

com tampa de PTFE® utilizados para procedimento de MIC.

Como caracteristica, a MIC apresenta uma série de vantagens quando
comparado aos meétodos de preparo de amostras convencionais, tais como alta
eficiéncia de decomposicdo de matrizes organicas (geralmente maior que 99%),
baixos valores de brancos, elevada frequéncia de analise, assim como a
possibilidade de se utilizar massa de amostra relativamente elevada (geralmente
500 mg). A MIC tem sido empregada para o preparo de diversas matrizes organicas,
como materiais botanicos3®, grafite®®, elastdbmeros*®, residuo polimérico de
equipamentos eletronicos*!, petroleo*? e seus derivados*}, assim como para
produtos farmacéuticos?3.

Barin e colaboradores?3, propuseram um método de combustéo (MIC) para a
decomposicdo de ingredientes farmacéuticos ativos triciclicos e posterior
determinacédo de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS. Com este método foi possivel a
decomposicédo de 500 mg das amostras com elevada eficiéncia (RCC menor do que
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1%), usando HNO3 diluido (7 mol L) como solugédo absorvedora. As recuperagdes
obtidas para este método foram entre 94 e 103% para todos os analitos e os LODs
obtidos foram de 0,002 a 0,013 pg g'. Neste caso, o método da MIC, quando
comparado a métodos de decomposi¢cdo por via Umida, possibilitou uma
decomposicdo mais eficiente e, consequentemente, o uso de maiores massas de
amostra, assim como a obtengdo de menores limites de deteccgao.

Baseado em trabalhos publicados por Binhan et al.*4*5 os quais utilizam
sistema dinamico de combustdo (Trace-O-Mat) para o preparo de amostras de
rochas e solos, a MIC vem também sendo empregada para o preparo de amostras
inorganicas e posterior determinacédo elementar. Para essa aplicagao é necessario o
uso de aditivos organicos misturados a amostra. Quando esses aditivos entram em
combustdo o aumento de temperatura resulta na volatilizacdo dos analitos. Esse
meétodo proporciona a separagdo do analito da matriz, minimizando interferéncias
induzidas durante a etapa de determinagdo. Assim como na combustdo de matrizes
organicas, a volatilizacdo dos analitos de matrizes inorganicas por MIC também
possibilita o uso de solugdes diluidas para reten¢do dos analitos.33

Picoloto e colaboradores3346 propuseram um método para a volatilizagéo de
As, Cd, Hg e Pb em amostras de solo, empregando MIC para subsequente
determinacdo por ICP-OES e ICP-MS. De acordo com os autores, as amostras de
solo foram pesadas e misturadas com celulose microcristalina de elevada pureza,
sendo posteriormente preparados os comprimidos para a realizagao do método de
MIC, utilizando frascos de quartzo fechados pressurizados com oxigénio (20 bar). A
solucao absorvedora utilizada para retengado dos analitos foi 6 mL de uma mistura de
2 mol L' de HNOs3 e 4 mol L' de HCI. Utilizando massas de amostra de 100 a 300
mg e massas de celulose de 300 ou 500 mg, as concordancias com os valores de
referéncia foram superiores a 95%. Os autores também relataram que quando
realizado o procedimento de combustdo sem a presencga de celulose microcristalina,
foram observados valores de recuperacgao inferiores a 80% para todos os analitos. A
exatiddo do método foi avaliada com materiais de referéncia certificado (CRM) de
solos e sedimentos.

Pereira e colaboradores*” desenvolveram uma metodologia para a
volatilizacdo de Cl e F por MIC em amostras de cimento para posterior determinacao
por cromatografia de ions (IC). De maneira semelhante ao trabalho proposto por

Picoloto®3, celulose microcristalina de elevada pureza foi adicionada junto a amostra.
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Entretanto, ao invés da amostra ser prensada na forma de comprimido, esta foi
envolvida em um filme de polietileno. O uso de agua como solugdo absorvedora foi
considerado adequado quando utilizado 5 min de refluxo apds a volatilizagdo. As
determinacdes de Cl e F foram feitas por potenciometria usando eletrodo de ion-
seletivo (ISE) para ambos os analitos, ndo sendo observada diferenga significativa
quando comparado aos resultados obtidos por IC. A exatiddo do método proposto
para IC foi avaliada pelo uso de CRMs, onde os valores em concordancia obtidos
foram de 98 a 103%.

2.5 DETERMINAGAO DE IMPUREZAS ELEMENTARES EM PRODUTOS
FARMACEUTICOS

Diferentes técnicas analiticas estdo disponiveis para a determinacao de
impurezas elementares em produtos farmacéuticos. Dentre as técnicas que
empregam amostragem direta de sélidos destacam-se a espectrometria de absorgéao
atébmica com forno de grafite (GFAAS)*, espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado a vaporizagdo eletrotérmica (ETV-ICP-MS)*°, ablagdo por
laser acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LA-
ICP-MS)':%0 e espectrometria de fluorescéncia de raios-X (XRF).51-54

Entretanto, técnicas que necessitam de um preparo prévio da amostra
apresentam maior destaque para a determinagao de contaminantes inorganicos em
produtos farmacéuticos. Dentre elas, estdo as técnicas de ICP-OES e ICP-MS, as
quais apresentam vantagens como baixos limites de detecgédo (LODs), na ordem de
ug L' para ICP-OES e ng L' para ICP-MS e ampla faixa linear de calibragao,
apresentando de seis a nove ordens de magnitude.®'%% Nestas técnicas, o plasma
(geralmente de argbnio) atinge elevada temperatura (entre 6000 e 10000 K),
permitindo a atomizagao, excitacdo eletrénica e ionizacdo de muitos elementos. A
introducdo da amostra é comumente realizada na forma de um aerossol utilizando
sistema de nebulizacdo pneumatica, constituido de nebulizador e cadmara de
nebulizag&o.b

O capitulo 233 da USP descreve dois procedimentos de determinacao
envolvendo as técnicas de ICP-OES e ICP-MS para a determinacdo de impurezas
elementares em matérias-primas e medicamentos. A escolha da técnica de

determinacédo (ICP-OES ou ICP-MS) depende da compatibilidade dos analitos com a
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técnica (auséncia de interferéncias), assim como da concentragcdo em que as
impurezas elementares estdo presentes no farmaco. Outras técnicas podem ser
adotadas, desde que estejam de acordo com as especificagdes de validacéao listadas
no capitulo 233 da USP.

Stoving e colaboradores® determinaram As, Cd, Cu, Cr, Fe, Hg, Ir, Mn, Mo,
Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V em comprimidos de manitol por ICP-OES, de acordo
com os novos capitulos da USP. A decomposi¢cao da amostra foi feita empregando o
método de MAWD, fazendo uso de 6 mL de agua régia invertida. A técnica de ICP-
OES se mostrou adequada para a determinacao de impurezas elementares, sendo
obtidos valores de recuperacéo de 85 a 104% para todos os analitos (com excegéo
do Os) e desvios padrdes relativos de 1 a 3%. Os LODs e LOQs obtidos foram pelo
menos dez vezes menores do que os valores de concentracao limite estipulado pela
USP (capitulo 232).

Na pratica, a técnica de ICP-MS é muito utilizada para a determinagao
elementar em baixas concentragdes para uma variedade de materiais, dentre os
quais pode-se destacar os produtos farmacéuticos. Com a implementagcdo dos
capitulos 232 e 233 da USP ha um crescente interesse nesta técnica para o controle
de impurezas elementares em produtos farmacéuticos. Desta forma, diversos
trabalhos vem sendo publicados, os quais utilizam ICP-MS para a determinagao de
contaminantes inorganicos em farmacos.57-59

Entretanto, esta técnica € mais suscetivel a interferéncias de matriz quando
comparada a outras técnicas, como ICP-OES. Neste sentido, para contornar
possiveis interferéncias observadas devido a elementos presentes na matriz,
algumas alternativas podem ser adotadas para a etapa de determinagdo. Dentre
elas, se destaca a geragao de hidretos acoplado a espectrometria de massa (HG-
ICP-MS), uma vez que possibilita a separagdo do analito da matriz, a partir da
geracéo de hidretos gasosos destes analitos. Entretanto, a aplicagado desta técnica
para determinacao elementar é limitada a elementos formadores de hidretos
gasosos como Hgb%-63 e As 64-67

Muller e colaboradores® propuseram um método para a decomposi¢édo de
ingredientes farmacéuticos ativos (APIs) para posterior determinagdo de impurezas
elementares por ICP-MS seguindo as recomendacgbes da USP. Para tanto, massas
de 500 mg de amostra foram digeridas utilizando o forno de micro-ondas com

camara Unica de reagéo (SRC - UltraWave™). A determinagéo de Cd, Ir, Mn, Mo, Ni,
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Os, Pb, Pd, Pt, Rh e Ru foi feita por ICP-MS com sistema de nebulizacdo
convencional. Os analitos 5'V, 52Cr, 33Cr, $3Cu e %°Cu foram determinados utilizando
cela de reagédo dindmica com gas amodnia, com o intuito de contornar interferéncias
poliatdmicas, enquanto As e Hg foram determinados por HG-ICP-MS. Para todos os
analitos, com excec¢do do Os, foram obtidos valores adequados de recuperagao (91
a 109%). Além disso, os LOQ obtidos foram de 0,001 a 0,015 ug g™, estando de
acordo com os novos requerimentos da USP.

Em relacdo a trabalhos publicados os quais visam a determinacdo de
impurezas elementares em BaSO4, ha um pequeno numero disponivel na literatura,
sendo inexistentes trabalhos empregando preparo de amostras de BaSOs para
posterior determinacdo de impurezas elementares. Entretanto, sao relatados na
literatura trabalhos que empregam anadlise direta de amostras solidas. Nowka e
colaboradores®® empregaram amostragem direta de sdélidos por espectrometria de
absorcao atdbmica com forno de grafite para a determinagdo de As, Cr, Ni e V em
baritas utilizadas como aditivos em lamas de perfuracdo de pocgos de petréleo.
Ainda, Bolzan e colaboradores*®7? propuseram a determinacdo de As e Cr em
amostras de BaSOs utilizando a espectrometria de absorgdo atdbmica com
aquecimento eletrotérmico e introducédo de amostras solidas (DSS-GF AAS).

Entretanto, como dito anteriormente, ndo ha relatos na literatura com relagao
a algum método de preparo de amostras para posterior determinacéo elementar por
ICP-MS. Isto evidencia a necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos
para o controle de impurezas elementares em BaSOs4. Desta forma, o presente
trabalho propbée um método empregando a MIC em amostras de BaSOs4 para
posterior determinagcdo de As por HG-ICP-MS e Cd, Hg e Pb por ICP-MS,
apresentando assim uma alternativa viavel para o controle de impurezas

elementares da classe 1, de acordo com o ICH.?2

2.6 VALIDACAO DE METODOS  ANALITICOS CONFORME AS
RECOMENDACOES DO ICH

A validagdo de meétodos analiticos tem como objetivo demonstrar que o
método é apropriado para a finalidade. Os parametros exigidos para validagao de
método, de acordo com o ICH’! sdo especificidade, exatiddo, linearidade, limites de

deteccao e quantificagao, faixa ou intervalo de trabalho, precisao e robustez.
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A especificidade pode ser definida como a capacidade de mensurar de
maneira exata os analitos na presenca de outros componentes, tais como
impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz. A exatiddo de um
método analitico expressa a concordancia entre os resultados obtidos por um valor
que é aceito como verdadeiro, geralmente o valor encontrado com o valor de
referéncia.””

A precisao é definida como a proximidade de concordancia entre uma série
de medigdes obtidas a partir de amostragens multiplas de uma mesma amostra. A
precisdo pode ser subdividida em trés itens: repetitividade, precisao intermediaria e
reprodutibilidade. A repetitividade expressa a precisao sob as mesmas condi¢des de
operacao em um curto intervalo de tempo. A precisdo intermediaria expressa a
concordancia entre os resultados obtidos em um mesmo laboratério, porém, em dias
diferentes, com analistas e/ou equipamentos diferentes. A reprodutibilidade, por sua
vez, € a concordancia entre os resultados obtidos em diferentes laboratorios,
geralmente aplicados a padronizagdo de metodologia analitica.”?

A linearidade de um método analitico € a capacidade da obtencao de
resultados diretamente proporcionais a concentracdo dos analitos na amostra,
dentro de um intervalo estabelecido. Na pratica, a linearidade pode ser verificada por
avaliacdo visual de um grafico de sinal em fungdo da concentragdo ou massa de
analito. Desta forma, se existir uma relagao linear entre as grandezas, os resultados
obtidos devem ser avaliados utilizando um método estatistico adequado, onde na
maior parte dos casos sao utilizados métodos dos minimos quadrados para calcular
linhas de regressé&o. Por outro lado, a faixa de trabalho é o intervalo entre o maior e
menor valor de concentracdo do analito na amostra, para o qual tenha sido
demonstrado que o procedimento adotado foi adequado em niveis de exatidao,
preciséo e linearidade.”"

O limite de deteccdo de um método analitico é expresso pela menor
quantidade de analito que pode ser detectada em uma amostra, porém sem ser
quantificado.”! Por outro lado, o limite de quantificagdo é a menor quantidade de
analito que pode ser determinado com exatidao e precisao adequadas. Por fim, a
robustez de um método analitico € a medida da capacidade de n&o ser afetada por
pequenas, porém deliberadas variacbes nos pardmetros do método. Tal informacéao

fornece uma indicacdo de sua confiabilidade durante o seu uso.”’
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesta sessdo serdo descritas as amostras, reagentes, gases, equipamentos,
instrumentos e materiais utilizados para o desenvolvimento do trabalho, bem como a

descri¢do dos procedimentos empregados.
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3.1 INSTRUMENTACAO

Para realizacao das decomposi¢cdes das amostras por MIC foi utilizado um
forno de micro-ondas comercial Multiwave 3000® (Microwave Sample Preparation
System, Anton Paar, Graz, Austria). O mesmo € equipado com rotor com capacidade
de até 8 frascos de quartzo, com volume interno de 80 mL. Ademais, o equipamento
possui sensores para monitoramento de temperatura e pressdo em tempo real,
assim como controlador de tempo e de poténcia irradiada durante o processo de
decomposicido. As condicbes maximas de operacado para temperatura, pressao e
poténcia sédo 280 °C, 80 bar e 1400 W, respectivamente. A Figura 2 mostra o forno

de micro-ondas, juntamente com o rotor equipado com 4 frascos de quartzo.

%ﬁ Anton Paar

Multiwave 3000

Figura 2. a) Forno de micro-ondas b) Rotor equipado com 4 frascos de quartzo utilizado para

decomposi¢cdo das amostras.

A determinacdo de As, Cd, Hg e Pb foi feita em um espectrometro de
massas com plasma indutivamente acoplado (PerkinElmer SCIEX, Elan DRC I,
Thornhill, Canada). Para Cd, Hg e Pb, o espectrometro foi equipado com nebulizador
concéntrico (Meinhard®, Golden, USA), cadmara de nebulizagédo ciclénica (Glass
Expansion Inc., West Welbourn, Australia) e tocha de quartzo com tubo injetor de 2
mm. A Figura 3 mostra o equipamento utilizado para as determinagdes de Cd, Hg e
Pb.
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Figura 3. Espectrémetro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) utilizado

para a determinagao de Cd, Hg e Pb.

A determinacéo de As foi feita utilizando o equipamento de ICP-MS (Figura
3) acoplado ao sistema de geragao de hidretos (HG-ICP-MS). O sistema de geragéo
de hidretos, adaptado no laboratério, consiste de um sistema em fluxo, composto por
um injetor-comutador manual, responsavel pela injegcdo da amostra, juntamente com
um separador gas-liquido do tipo em “U” (L = 10 cm; d.i = 1,5 cm). Com o auxilio de
uma bomba peristaltica (Ismatec, Brasil), as solugbdes foram transportadas por tubos
de tygon com diametro interno de 1,14 mm (NaBH4 e HCI), 1,69 mm (agua). A Figura

4 mostra o sistema (HG-ICP-MS) utilizado para a determinagao de As.

B == : T e

HCI

Injetor

comutador Separador

gas / liquido
Figura 4. Sistema de geracao de hidretos acoplado ao equipamento de ICP-MS, utilizado
para a determinagdo de As em BaSOs. A: amostra; A2: alga de amostragem; Ar:
argbnio; C: carreador da amostra (H2O); D: Descarte; MS: espectrobmetro de

massas; R: reator. Adaptado de Soares, 2016.5
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As determinagdes de Ba, Na e S, presentes em alta concentracdo nas
amostras, foram feitas em um espetrdbmetro de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (Spectro Ciros CCD®, Spectro Analytical Instruments,
Alemanha), com vista axial. O argbnio utilizado nos equipamentos de ICP-OES e
ICP-MS possui pureza de 99,998%. (White Martins, Brasil). Na Tabela 2, séo
mostradas as condigdes operacionais empregadas para as determinagbes

realizadas no presente trabalho.

Tabela 2. Condi¢des operacionais empregadas para a determinagéao de As por HG-ICP-MS,

Cd, Hg e Pb por ICP-MS e Ba, Na e S por ICP-OES.

Parametros HG-ICP-MS ICP-MS ICP-OES
Poténcia (W) 1300 1300 1400
Vazao de argdnio: principal (L min') 15 15 12
auxiliar (L min™) 1,2 1,2 1,0
nebulizagéo (L min™) 1,15 1,04 1,0
Camara de nebulizagao - Ciclbnica Duplo-passo
Nebulizador - Concéntrico “Cross-flow”
Cone de amostragem e “Skimmer” Pt Pt -
Algca de amostragem (cm) 50 - -
Tempo de aquisicao do sinal (s) 30 - -
Analitos r_nlz r_nlz ITinrla de
monitorada monitorada emissao (nm)
As SAs
Cd 4Cd
Hg 208pp,
Pb 202Hq
Ba 455,404**
Na 588,902*
S 180,669

*linha atébmica; **linha ibnica.

Para o procedimento de pesagem, foi utilizada uma balanga analitica
(AY220, Shimadzu, Japao), com resolucao de 0,001 g e carga maxima de 220 g. A
secagem das amostras foi feita em uma estufa convencional com circulagdo de ar
(400/2ND, Nova Etica, Brasil).
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Para o preparo das amostras de BaSOs4 por MIC, foi necessaria a
prensagem das mesmas em formato de comprimidos. Tal procedimento foi feito

utilizando uma prensa hidraulica de ago Specac (Hydraulic Press, 15 ton, Inglaterra).

3.2 REAGENTES, SOLUGCOES PADRAO E GASES

Para o desenvolvimento deste trabalho, a agua utilizada foi previamente
destilada, desionizada em coluna de troca ibnica, sendo posteriormente purificada
em sistema de Milli-Q® (Ultrapure Water purification, Millipore, USA), apresentando
resistividade de 18,2 MQ cm'. Os acidos nitrico p.a. (65%, Merck, Alemanha) e
cloridrico p.a. (37%, 1,19 kg L', Merck), foram destilados em temperatura abaixo do
ponto de ebulicdo (processo subboiling) em um sistema de destilagdo (DuoPur
2.01E, Italia).

Para a determinagao de As por HG-ICP-MS foram preparadas solugdes de
tetraidroborato de sodio (Vetec, Brasil) em NaOH (Vetec, Brasil). Para a
determinagdo de As, Cd e Pb, as solugdes de referéncia (0,1 a 10 pyg L") foram
preparadas a partir de uma solugdo estoque multielementar SCP33MS 10 mg L
(PlasmaCal ICP-AES e ICP-MS Standard, SCP Science, Canada) em HNOs 5%
(v/v). As solugdes de referéncia de Hg (0,1 a 10 ug L"), foram preparadas a partir da
solugao Titrisol® (Merck, Alemanha) 1000 + 0,002 mg L' e diluidas em HCI 5% (v/v).
Uma solucao de nitrato de amoénio p.a. (Merck, Alemanha), utilizada como iniciador
de combustéao, foi preparada a partir da dissolugéo do sal em agua.

A pressurizacdo dos frascos nas decomposi¢coes por MIC foi feita com
oxigénio (99,6%, White Martins). Celulose microcristalina de grau farmacéutico foi
utilizada durante o desenvolvimento do trabalho. Cloreto de amoénio (NH4Cl) de
elevada pureza (99,998%, Sigma Aldrich) foi utilizado como iniciador de combust&o
para o método de MIC.

3.3 AMOSTRAS

Quatro amostras (AM1, AM2, AM3 e AM4) de BaSO4 de grau farmacéutico
foram adquiridas em diferentes farmacias de manipulacdo, na cidade de Santa
Maria, Rio Grande do Sul. A amostra “AM1” foi utilizada para o desenvolvimento do

método de MIC, enquanto as demais foram utilizadas para aplicagao do método.
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3.4 PROCEDIMENTO DE DESCONTAMINACAO DOS MATERIAIS UTILIZADOS

Os frascos de quartzo foram descontaminados no forno de micro-ondas,
antes de cada etapa de MIC ou extracdo, com 6 mL de HNOs concentrado. O
programa de aquecimento utilizado para a etapa de descontaminagéo consistiu em:
i) 1400 W, durante 10 min; ii) 0 W, por 20 min (resfriamento). Todas as vidrarias e
materiais de laboratério foram previamente descontaminados com HNO3 5% (v/v),
durante no minimo 24 horas e, posteriormente, lavados com agua ultrapura.

O papel filtro (Black Ribbon Ashless, Schleicher & Schuell, 90 mm de
diametro, Alemanha), utilizado no procedimento de MIC, foi previamente
descontaminado com HNO3 10%, em banho de ultrassom, durante 1 hora, sendo

posteriormente lavado e seco em capela de fluxo laminar.

3.5 PROCEDIMENTOS DE PREPARO DAS AMOSTRAS

3.5.1 Extragao acida assistida por micro-ondas (MAE)

Para a obtencdo de resultados comparativos para MIC foi feita a extragao
acida assistida por micro-ondas das amostras de BaSO4. O método foi aplicado de
acordo com as recomendagbes da USP (capitulo 233)3, no entanto, como nio é
mencionado programa de aquecimento neste capitulo, o programa de aquecimento
utilizado para a MAE foi adaptado de Bolzan’®. Cabe ressaltar que a MAE para o
BaSOq foi feita com os mesmos frascos de quartzo que foram usados para MIC.

Para a MAE, cerca de 500 £ 5 mg de amostra foram pesados e transferidos
para os frascos de quartzo. Posteriormente, adicionou-se 4,5 mL de HNO3 14,4 mol
L' e 1,5 mL de HCI 12,2 mol L. Os frascos foram fechados, fixados no rotor e o
rotor foi colocado na cavidade do forno de micro-ondas, sendo submetido ao

programa de aquecimento apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Programa de aquecimento utilizado para procedimento de MAE.

Etapa Poténcia (W) Rampa (min) Tempo (min) Exaustao
1 600 2 10 Fan 1
2 1400 2 30 Fan 1
3 0 0 20 Fan 2

Taxa de aumento de presséo: 0,8 bar s*'; Temperatura Max.: 280 °C e pressédo Max.: 80 bar.

Apods o término do programa de aquecimento, as solugdes foram coletadas e

avolumadas a 25 mL.

3.5.2 Extracao empregando trés etapas em sequéncia

A extracao sequencial foi feita utilizando o mesmo procedimento usado para
a MAE. Porém, apds o término do programa de aquecimento, a fragdo liquida foi
coletada e 6 mL de solugdo extratora foram adicionados aos frascos contendo o
residuo sélido de BaSOs4. Os frascos foram novamente fechados, fixados no rotor e
colocados na cavidade do forno de micro-ondas. Foi utilizado o mesmo programa de
aquecimento mostrado na Tabela 3. O procedimento de extracido foi repetido por
mais duas vezes. Ao final da terceira etapa cada extrato foi avolumado a 25 mL.

3.5.3 Combustao iniciada por micro-ondas (MIC)

Para o preparo dos comprimidos utilizados para volatilizagao por MIC, as
amostras e a celulose microcristalina foram pesadas separadamente e em seguida
misturadas, com auxilio de um gral e pistilo de agata. Na sequéncia, a mistura foi
prensada (3 ton, durante 1 min) para confec¢gao de um comprimido.

Posteriormente, um disco de papel foi posicionado na base do suporte de
quartzo, e 50 yL do iniciador de combustdo (NHsNO3 6 mol L") foi adicionado sobre
o disco de papel. Em seguida, a amostra na forma de comprimido foi colocada sobre
o papel filtro. Os suportes de quartzo foram inseridos nos frascos de quartzo (Figura

5) contendo 6 mL de solugdo absorvedora.
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Figura 5. Frasco de quartzo com suporte contendo a amostra de sulfato de bario e agua

régia invertida como solugao absorvedora para a volatilizagdo por MIC.

Os frascos de quartzo foram fechados, fixados no rotor e pressurizados com
20 bar de oxigénio, durante 1 min. ApOs a pressurizagao, a capa de protecdo do
rotor foi colocada e 0 mesmo foi posicionado na cavidade do forno, procedendo-se a
irradiagdo com micro-ondas. Na Figura 6 € demonstrado um esquema referente as

etapas envolvidas no método de MIC.
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Figura 6. Etapas da volatilizagao por MIC: (a) pesagem, (b) prensagem, (c) comprimido confeccionado, (d) disposi¢gdo do papel filtro acima do suporte de
quartzo, (e) adigdo de 50 yL de NH4sNO3; 6 mol L, (f) disposi¢cdo do comprimido no suporte de quartzo contendo papel filtro, (g) suporte de quarto
contendo o comprimido, (h) frasco de quartzo contendo o suporte de quartzo em seu interior, (i) rotor com copos de quartzo fechados, (j)
pressurizagao com 20 bar de O, (k) insergéo do rotor com a capa de protegao na cavidade do forno de micro-ondas, (I) combust&o iniciada por micro-

ondas.
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O programa de aquecimento empregado para volatilizagdo por MIC é
mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Programa de aquecimento empregado para procedimento de volatilizagdo por

MIC.
Etapa Poténcia (W) Rampa (min) Tempo (min) Exaustao
1 1400 0 5 Fan 1
2 0 0 20 Fan 2

Taxa de aumento de pressao: 3,0 bar s*'; temperatura max.: 280 °C e pressao max.: 80 bar.

Ao término do programa de aquecimento (temperatura do sistema inferior a
50 °C), o rotor foi retirado do forno de micro-ondas e a valvula de alivio de presséo
foi aberta, liberando os gases provenientes da combustdo. Em seguida, os frascos
foram retirados do rotor, as solugdes resultantes da MIC foram coletadas em frascos
de polipropileno e avolumados a 25 mL e os analitos foram determinados por ICP-
MS e HG-ICP-MS.

3.6 AVALIACAO DE PARAMETROS RELACIONADOS AO METODO DE
COMBUSTAO INICIADA POR MICRO-ONDAS

3.6.1 Avaliagao da pressdao maxima atingida durante a etapa de combustao

A massa de celulose a ser usada no método de MIC foi limitada de acordo
com a variacdo de pressao interna dos frascos, devido ao risco de explosao.
Portanto, a massa maxima de celulose a ser utilizada para tal procedimento foi
avaliada pelo monitoramento da diferenca entre a pressao inicial (20 bar) e a
pressdo final, indicado pelo software do equipamento. E importante destacar que, a
variagdo de pressdo foi monitorada em fungdo da massa de celulose utilizada,
admitindo um incremento de pressao de até 20 bar, por razbes de seguranga.

Para estes experimentos, foram preparados comprimidos de celulose
microcristalina, com massas de 300 a 1000 mg, os quais foram submetidos ao
procedimento de MIC (item 3.5.3) em apenas um frasco. Como solu¢do absorvedora
para estes testes foi utilizado 6 mL de agua ultrapura. Para cada massa de celulose

avaliada, o procedimento foi realizado em triplicata.
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3.6.2 Avaliagao da massa de BaSO4 e celulose microcristalina

Para o estudo da quantidade maxima de massa de amostra que pode ser
utilizada para MIC, foram preparados comprimidos com 900 mg de celulose. A
massa de BaSOs foi avaliada de 300 a 700 mg. Em seguida, foi feita a avaliagdo da
massa de celulose necessaria para a volatilizacdo completa dos analitos. Neste
sentido, 300 mg de BaSO4 foi utilizado. A massa de celulose foi avaliada entre 300 a
900 mg. Para ambas as avaliagbes foi utilizado agua régia invertida (3 HNOs + 1
HCI, v/v) como solugdo absorvedora. As condigdes foram avaliadas em fungdo dos
valores de recuperacao obtidos para os analitos.

Cabe destacar que para todas as avaliagdes do método de MIC, foi feita a
adicdo dos analitos aos comprimidos (com exceg¢ao dos brancos), a fim de avaliar a
recuperacao dos mesmos. O procedimento consistiu na adicdo de 30 yL de uma
solugdo padrdo de 10 mg L' de As, Cd, Hg e Pb acima dos comprimidos, de tal
forma que fosse adicionado um volume equivalente a 1 pug g dos analitos. Apds
isso, os comprimidos foram secos a temperatura ambiente, durante 1 hora, sendo

entao feito o procedimento de MIC.

3.6.3 Avaliacao da etapa de refluxo, pressao aplicada para confec¢ao dos

comprimidos e massa de NH4Cl

Com o objetivo de avaliar a recuperagao para As, Cd, Pb e Hg, paré@metros
como tempo de refluxo, pressao aplicada para confecgado dos comprimidos e massa
de NH4Cl foram investigados. Neste sentido, o tempo de refluxo de 5 e 15 min, a
pressado de 1 e 3 ton (durante 1 min) aplicadas para confec¢gdo dos comprimidos e a
massa entre 300 e 600 mg de NH4Cl foram investigados. Estas otimizagdes foram
realizadas utilizando agua régia invertida (3 HNOs + 1 HCI, v/v) como solugdo
absorvedora. Posteriormente, foi feita a determinacdo de As por HG-ICP-MS e Cd,

Hg e Pb por ICP-MS para comparagao dos resultados.

3.6.4 Avaliagao da solugao absorvedora

Inicialmente, para o estudo de solugdo absorvedora, a recuperagao de As,

Cd, Pb e Hg nas amostras foi avaliada com o uso de diferentes concentragbes de
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HNOs (3, 5, 7 e 14,4 mol L'). Em um segundo momento, foi avaliado o uso de
diferentes concentragbes de agua régia invertida (25, 50 e 100%). Estes ensaios
foram feitos utilizando 300 mg de BaSO4, 600 mg de celulose microcristalina e 500

mg de NH4ClI.
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4 APRESENTAGAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a
otimizagcdo dos parémetros da MIC para obtencdo das condigcbes mais adequadas
para volatilizacdo de As, Cd, Hg e Pb de amostras de BaSQ4 para determinagdo por
ICP-MS. A exatiddo do método foi verificada comparando os resultados obtidos pelo
meétodo proposto com aqueles obtidos por extracdo acida assistida por micro-ondas.
Além disso, ensaios de adigcdo de analito foram empregados para verificar a exatidao
do método.
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4.1 OTIMIZACOES INSTRUMENTAIS PARA A DETERMINACAO DE As, Cd, Pb e
Hg

A determinacao de As foi feita por HG-ICP-MS, devido ao elevado teor de CI-
no extrato final. Este ion forma uma espécie poliatdbmica com Ar, °Ar35Cl*, o qual
interfere na determinagdo de "°As por ICP-MS.”2 Antes de proceder a determinagéo
de As, foi feita a otimizagdo de alguns parametros a fim de garantir o melhor
desempenho do equipamento durante as determinagdes. Portanto, variaveis
relacionadas ao sistema de HG-ICP-MS foram monitoradas visando uma maior
intensidade de sinal integrado para As, aliado a um baixo ruido instrumental. Desta
forma, a concentragdo da solu¢cdo de NaBH4 (0,1; 0,2; 0,3 e 0,4%), assim como a
concentragdo de HCI (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mol L") foram avaliadas. Ambos os
reagentes sao utilizados para a geragdo de arsina (AsH3).6467:73

Quando utilizada uma solucdo de NaBH4 0,4%, foi observada uma maior
intensidade de sinal para As quando comparada as solugdes contendo 0,1; 0,2 e
0,3% de NaBH4. Concentragdes superiores a 0,4% de NaBH4 ndo foram avaliadas.
Com relacao a avaliagao da concentracdo de HCI, uma maior intensidade de sinal foi
observada quando utilizada uma solugdo de HCI 3,0 mol L-'. No entanto, a solugdo
contendo HCI 1,0 mol L' apresentou uma menor linha base comparada as demais
condigoes.

Assim, como condigdo de compromisso, NaBHs+ 0,4% e HCI 1,0 mol L
foram utilizados para as determinacbdes de As. Ainda, o comprimento da algca de
amostragem e a vazdo da bomba peristaltica foram de 50 cm e 2,0 mL min™,
respectivamente. As demais condigdes empregadas para esta aplicagdo estao
descritas no item 3.1, Materiais e Métodos. A Figura 8 mostra os sinais obtidos para

As para as amostras preparadas por MIC e MAE e padrdes de 0,1 e 5 ug L' de As.
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Figura 8. Sinais obtidos por HG-ICP-MS para a determinagédo de As em A) extrato obtido por
MAE, 2 vezes diluido e B) solugao obtida por MIC, 5 vezes diluida.

Para avaliar a influéncia da matriz e da concentracéo acida na determinacao,
foram construidas curvas de adicdao de analito a partir das solugdes obtidas por
ambos os métodos, as quais foram comparadas com a curva de calibragao externa.
Para a curva de adi¢ao para o procedimento de MAE, foi utilizado 500 mg de BaSO4
(AM1) e 6 mL de agua régia invertida como solugéo extratora. Para MIC, foi utilizado
300 mg de BaSO4 (AM1), 900 mg de celulose e 6 mL de agua régia invertida como
solucdo absorvedora. A concentracdo percentual de HNO3z e HCI nas solucdes
utilizadas para obtengao das curvas de adi¢gao para ambos os métodos foram de 10
e 3,0%, respectivamente.

Para obtencdo das curvas de adigédo, o digerido foi diluido duas vezes e
volumes crescentes de uma solugéo estoque de 250 ug L' de As foram adicionados.
As curvas de adicao foram sobrepostas as curvas de calibracdo externa, a fim de

comparar a inclinagdo das mesmas, conforme ilustrado na Figura 9.
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Figura 9. Curvas de calibragédo externa (M), e de adicdo de analito (ll) para a determinagao
de As em BaSO, por HG-ICP-MS para solugdes obtidas por A) MIC e B) MAE.

Como pode ser observado na Figura 9, quando comparadas as inclinagdes
(coeficiente angular) entre as curvas de adicdo e calibragdo externa, para os
métodos (MIC e MAE), as mesmas apresentam concordéancia superior a 95%. Com
isso, pode-se apontar que, para ambos os métodos empregados, ndo houve
interferéncia do acido ou da matriz na determinacdao de As por HG-ICP-MS em
solucdes diluidas pelo menos duas vezes. Assim, as determinagbes posteriores
foram feitas em concentragdes percentuais de HNOs e HCI de até 10% e 3%,
respectivamente. Com isso, pode-se afirmar que para ambos os métodos foi
possivel a determinacdo de As livre de interferéncias, mesmo em baixas
concentracdes.

A determinacdo de Cd, Hg e Pb foi feita por ICP-MS, com sistema de

nebulizagdo pneumatica. No entanto, € relatado que quando Hg € determinado
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diretamente por ICP-MS ha efeito de memoria, causando um incremento gradual
para o sinal de Hg e, consequentemente, dificultando a calibracdo do
espectrdmetro.56:747576  Desta forma, no presente trabalho foram realizados
experimentos a fim de minimizar os problemas relacionados ao efeito de memoaria
para a determinacdo de Hg empregando a nebulizagdo pneumatica em camara
ciclénica. Para isto, uma solugdo padrdao de 10 yg L' de Hg?* foi analisada e,
imediatamente, o equipamento foi lavado com solugbes de HCI 2, 5 e 10%, agua e
HNOs 5 e 10% (v/v). Foi monitorado o decréscimo da intensidade do sinal de Hg
(cps) em funcédo do tempo para as diferentes solugées de lavagem, como pode ser

visto na Figura 10.
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Figura 10. Avaliacao da intensidade de sinal para Hg em fungdo do tempo empregando
diferentes solugdes de lavagem apds a analise de uma solugéo padrao de 10 ug
L' de Hg.

Como pode ser observado na Figura 10, apos 60 segundos de lavagem a
intensidade para o isétopo 2°?Hg foi inferior a 6%, para todas as solugbes de
lavagem empregadas, ndo sendo observado efeito de memoaria para a determinagao
de Hg para concentragdes de até 10 ug L. Assim, para as demais determinagdes
de Hg, H20 foi escolhida de forma arbitraria, com tempo de lavagem entre uma

determinacéao e outra de 60 s.
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4.2 METODOS DE EXTRAGCAO

4.2.1 Extracao acida assistida por micro-ondas

Para a obtengao de valores comparativos para a metodologia proposta neste
trabalho, as amostras de BaSOs4 foram preparadas conforme o procedimento
sugerido pelo capitulo 233 da USP?3, para o preparo de amostras de matérias-primas
e produtos farmacéuticos para posterior determinacao elementar.

Para tanto, o emprego da MAE pode ser uma alternativa para o preparo de
amostras de farmacos insoluveis em solventes aquosos ou organicos, como no caso
do BaSOs4. Neste experimento, foram avaliados o uso de 6 mL de HNOg3, assim como
6 mL de agua régia invertida como solugdes extratoras. Para a extragao, cerca de
500 mg de amostra foram pesadas e transferidas para os frascos de quartzo
contendo a solugdo extratora. Em seguida, os frascos foram fechados e aquecidos
por radiagdo micro-ondas, conforme o programa de aquecimento descrito na Tabela
3. Ao final da extragao, pode ser observado na solugao final o BaSO4 residual no
fundo do frasco, indicando que 0 mesmo nao € completamente decomposto ou
solubilizado, mesmo em meio fortemente acido.

Devido a ndo disponibilidade de material de referéncia certificado (CRM)
com matriz semelhante a da amostra para As, Cd, Pb e Hg, foram realizadas
extragdes sequenciais (3 etapas), empregando condi¢des da MAE 2, a fim de
assegurar a extragdo quantitativa dos analitos. Para determinar a concentragéo
extraida dos analitos do BaSO4 (AM1), as solugbes obtidas para cada etapa de
extragao foram coletadas em frascos separados. A solugdo extratora empregada na
terceira etapa apresentou concentracao de As, Cd, Pb e Hg menor que o LOD,
indicando que duas etapas foram suficientes para a extragdo quantitativa de todos
os analitos.

Cabe destacar que, quando Cd, Pb e Hg foram determinados por ICP-MS
para as trés condigdes empregadas de MAE (MAE 1, MAE 2 e extragbes
sequenciais), houveram problemas com relagdo a perda de calibragdo do
espectrdbmetro com maior frequéncia, devido ao depdsito de sais no cone de
amostragem e Skimmer. Isto acabou inviabilizando o emprego da MAE para a

determinacao de impurezas elementares em BaSOa4. Os resultados obtidos para a
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determinacdo de As, Cd, Pb e Hg empregando os métodos de MAE sdo mostrados

na Tabela 5.

Tabela 5. Concentragédo de As, Cd, Hg e Pb, em ug L', apds extragéo acida assistida por
radiagdo micro-ondas. Condigdo MAE 1: 6 mL de HNO; 14,4 mol L'; MAE 2 e
extragdo sequencial: 4,5 mL de HNO3 14,4 mol L' e 1,5 mL de HCI 12,2 mol L.
Determinacéo feita por a) HG-ICP-MS e b) ICP-MS (n=3).

Concentragao, ug g'

Analitos e MAE 2 sgzt::giic; |
As? 0,015 £ 0,001 0,016 £ 0,002 0,015 £ 0,004
Cd° 1,16 + 0,03 1,18 £ 0,03 1,22+ 0,15
HgP 0,047 + 0,006 0,107 £ 0,007 0,103 £ 0,015
PbP 0,634 + 0,061 0,719 £ 0,028 1,02 £ 0,03

Os resultados obtidos para As nao apresentaram diferenga significativa
(ANOVA, nivel de confianga de 95%) para as trés condicbes empregadas, assim
como os resultados obtidos para Cd. Entretanto, os resultados obtidos para Hg a
partir da MAE 1 nao foram concordantes com aqueles obtidos para MAE 2 e
extragdo sequencial, provavelmente devido a auséncia de HCI na solugéo extratora
para a MAE 1. De acordo com a literatura o emprego de HCI em solugdes extratoras
pode favorecer a formagédo de clorocomplexos [HgCl4]>, soliveis em solugbes
acidas.”’

Como pode ser observado na Tabela 5, o resultado obtido para extracéo
sequencial de Pb foi maior do que aqueles obtidos para MAE 1 e 2, o que comprova
a necessidade do emprego de 2 etapas subsequentes de extracdo para a
determinacado de Pb. Desta forma, os resultados referentes a determinagao de As,
Cd, Hg e Pb em BaSO4 empregando extragdes sequenciais foram admitidos como

valores de referéncia para comparagao com os resultados obtidos por MIC.

4.2.2 Combustao iniciada por micro-ondas

A combustéo iniciada por micro-ondas foi desenvolvida por Barin3® em 2003
e tem sido amplamente empregada. Posteriormente, o método sofreu algumas

modificacdes e se tornou disponivel comercialmente. Desde entdo, o0 mesmo vem
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sendo empregado para a decomposicdo de diferentes amostras de composigéo
organica, como plantas medicinais®, grafite®, diesel*3, leite em po’®, farmacos?,
dentre outras. O sistema utilizado para a MIC é o mesmo empregado para a
digestdo ou extracdo com radiagdo micro-ondas. Entretanto, além dos frascos de
quartzo, faz-se uso de um suporte de quartzo o qual € inserido juntamente com a
amostra dentro do copo contendo uma solu¢ao absorvedora.

O suporte utilizado para execucao do presente trabalho, foi desenvolvido no
laboratério de Hialotecnia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria. O mesmo apresenta um formato que permite algumas vantagens frente
ao sistema disponivel comercialmente, dentre elas a facilidade de lavagem da base
do suporte com a solugao absorvedora, devido a parte superior apresentar forma de
funil. Além disso, a base do suporte apresenta ranhuras, o que facilita o contato da
amostra com o oxigénio presente no frasco. Adicionalmente, a parte superior do
suporte de quartzo protege a tampa de PTFE de uma possivel deformagao, devido a
projecao das chamas no instante da queima.

Neste trabalho, alguns parametros relacionados ao procedimento de MIC
nao foram avaliados, tais como volume de iniciador de combustdo e pressao inicial
de oxigénio, sendo utilizado 50 yL de NHiNOs3 6 mol L' como iniciador de
combustédo, e 20 bar de oxigénio. Tais condigbes sdo as mesmas adotadas em
trabalhos anteriores que empregam MIC para o preparo de amostras.38:41:46:47.78

Para avaliar a recuperacao e facilitar a determinacdo dos analitos, optou-se
por realizar as otimizagdes com adicdo de analito na amostra, de maneira que o
volume de solugdo padrio adicionado nos comprimidos fosse equivalente a 1 ug g™
de As, Cd, Pb e Hg.

4.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS RELACIONADOS A COMBUSTAO INICIADA
POR MICRO-ONDAS

Alguns parametros para o desenvolvimento do método de MIC, como massa
de amostra, massa de celulose, massa de NH4Cl, pressao aplicada para confecg¢ao
dos comprimidos, assim como o tipo e concentragdo de solucdo absorvedora e
tempo da etapa de refluxo, foram avaliados. Os parametros avaliados neste trabalho

serao apresentados e discutidos a seguir.
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4.3.1 Avaliagao das pressdes maximas atingidas durante a etapa de combustao

em diferentes massas de celulose

O BaSO4 é considerado um material de carater completamente inorgéanico,
nao contribuindo para o aumento de presséao resultante do processo de combustio
da celulose, contanto que sua decomposi¢do nao ocorra. Ao inves disso, o BaSOs4,
quando misturado com a celulose, atua como retardante de combustao, dificultando
a queima da celulose. Por outro lado, a celulose por ser completamente organica, ao
entrar em combustéo, eleva a temperatura do meio, viabilizando a volatilizagdo dos
analitos da matriz. Entretanto, massas elevadas de celulose podem ocasionar a
formacao de residuos em sua queima (fuligem), assim como provocar um aumento
de pressao de forma brusca, podendo haver risco de explosdo. Por este motivo, os
ensaios de avaliacdo das pressdes maximas durante a etapa de combustdo foram
feitos empregando diferentes massas de celulose microcristalina e monitoranto a
pressao resultante de sua combustdo. Os ensaios foram realizados utilizando 6 mL
de agua ultrapura como solugdo absorvedora, 50 uL de NHsNO3z 6 mol L' e 20 bar

de oxigénio. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 11.
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Figura 11. Pressdao maxima atingida empregando diferentes massas de celulose para a
decomposigéo de celulose por MIC. Pressao inicial de oxigénio de 20 bar (n=3).

AP = variagao de presséo.
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Ao empregar 300 mg de celulose, a pressdo maxima atingida durante a
combustéo foi de 32 bar. Entretanto, com 500 mg de celulose, foi observado um
incremento da pressao, cerca de 18 bar (pressdao maxima de 38 bar), a qual se
manteve constante para massas de celulose superiores a 500 mg. Mesmo com o
emprego de 1000 mg de celulose, a pressdo maxima atingida pelo sistema nao
excedeu 40 bar, metade da pressdo maxima suportada pelo sistema (80 bar).
Entretanto, quando massas de celulose superiores a 900 mg foram utilizadas, foi
observado residuo de fuligem proveniente da queima incompleta da mesma,
portanto, optou-se por ndo avaliar massas de celulose superiores a 1000 mg. Assim,
para garantir a volatilizagdo completa dos analitos, a massa de celulose foi fixada em
900 mg para posterior avaliagdo da massa de amostra. Desta forma, o uso de
celulose microcristalina, como aditivo misturado a amostra de BaSO4 no preparo de

amostras por MIC, foi considerado seguro.

4.3.2 Avaliagcao da massa de amostra

Para avaliagdo da maxima massa de amostra foram preparados
comprimidos misturando de 300 a 700 mg de amostra com 900 mg de celulose
microcristalina, sendo adicionado o equivalente a 1 ug g’ de As, Cd, Pb e Hg nos
comprimidos. Para este estudo, 6 mL de uma solugdo de agua régia invertida (3
HNOs + 1 HCI) foi utilizada com a finalidade de garantir a solubilizagéo de As, Cd, Hg
e Pb. A determinagao de As foi feita por HG-ICP-MS, enquanto que Cd, Pb e Hg
foram determinados por ICP-MS. Os resultados estdo apresentados na Figura 12 na

forma de recuperacgao para facilitar a compreensao.
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Figura 12. Influéncia da massa de amostra na recuperagéo de As (ll), Cd ( ), Pb ( ) e Hg
(M) da amostra AM1, empregando o procedimento de MIC, com a adi¢cdo de 900

mg de celulose e 6 mL de agua régia invertida como solugéo absorvedora (n=3).

Foram obtidas recuperagbes quantitativas para massas de até 400 mg de
amostra para Cd, Hg e Pb. Todos os resultados obtidos para As, em diferentes
condicbes de massa de amostra, apresentaram recuperacgdes inferiores a 60%.
Ademais, a condicdo empregando 300 mg de amostra apresentou menores valores
de RSDs para Cd e Pb. Assim, a massa de amostra foi mantida em 300 mg, com o
critério de assegurar a completa liberacao de Cd, Hg e Pb da matriz.

Na Figura 13 pode ser observado o aspecto do comprimido com 300 mg de
BaSO4 + 900 mg de celulose microcristalina, antes (Figura 13A) e apos (Figura 13B)
a combustdo. Pode-se constatar que, durante a etapa de queima a celulose é
eliminada, restando na parte inferior do suporte de quartzo a fragcdo inorganica
pertencente ao BaSOa4. Desta forma, € possivel apontar que houve a separagao dos
analitos da matriz.

Esta separacdo provavelmente resulte em uma solugao final com menor
concentragado de elementos majoritarios da matriz, quando comparada a MAE, o que

minimiza interferéncias na etapa de determinacgao.
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Figura 13. Aspecto do comprimido com 300 mg de BaSO. + 900 mg de celulose

microcristalina, a) antes e b) apds o preparo de amostras por MIC.

4.3.3 Avaliagcao da massa de celulose microcristalina

Com o objetivo de evitar o desgaste dos diferentes consumiveis do sistema
de MIC, reduzir a quantidade de reagentes utilizados para MIC e, como tentativa de
reduzir os valores de brancos analiticos, optou-se por realizar uma avaliacdo da
massa de celulose adicionada a amostra. A menor quantidade de celulose
proporciona uma queima com maior excesso de oxigénio, o que favorece uma
reagao com menor formagao de fuligem.

Considerando uma pressao inicial de 20 bar de oxigénio, o emprego de 1 g
de celulose promove uma reagéo de combustdo com 60% de excesso de oxigénio
em relagdo a massa de celulose, enquanto que para massa de 300 mg de celulose,
o excesso de oxigénio frente a massa de celulose pode chegar a 400%.”° No
entanto, deve haver uma condicdo de compromisso, onde haja um excesso
consideravel de oxigénio comparado a celulose, sem que comprometa o alcance de
temperaturas as quais garantam a volatilizagao total dos analitos. Por este motivo,
buscou-se a menor massa possivel de celulose, a qual mantivesse uma recuperagao

quantitativa para os analitos. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14. Influéncia da massa de celulose na volatilizacao de As (M), Cd ( ), Pb ( ) e Hg
(M) da amostra AM1, empregando o procedimento de MIC, com a adigdo de 300

mg de BaSO. e 6 mL de agua régia invertida como solugao absorvedora, (n=3).

E possivel observar que, quando se empregou massa de celulose igual ou
superior a 400 mg, recuperagdes quantitativas foram obtidas para Cd, Hg e Pb.
Entretanto, para Hg, a condicdo com 400 mg apresenta uma queda do valor de
recuperacéo e elevado RSD (cerca de 20%). Quando empregado massa de celulose
de 300 mg, foram observadas recuperagdes de apenas 60% para Hg. As
recuperacdes para As mantiveram-se proximas a 50% para massas de celulose
iguais ou maiores que 400 mg, porém, quando utilizado 300 mg de celulose, foram
observadas recuperacgdes inferiores a 15%. Portanto, para avaliagbes posteriores, a

massa de celulose foi mantida em 600 mg.
4.3.4 Avaliagao da compressao do comprimido

A compressao do comprimido pode influenciar diretamente na velocidade de
combustéo da celulose. Quando aplicada uma elevada pressao para confecgao dos
comprimidos, a maior compactacdo da celulose pode dificultar a reacdo de
combustdo, comprometendo a volatilizagcdo dos analitos. Por este motivo, no
presente trabalho, foi avaliada pressao de 1 e 3 ton para confec¢cdo dos comprimidos

utilizados para MIC. Para este estudo, os comprimidos foram feitos utilizando 300
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mg de BaSO4, juntamente com 600 mg de celulose e 6 mL de agua régia invertida
com solug&o absorvedora. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Influéncia na pressao aplicada para confeccdo dos comprimidos na recuperagao de
As, Cd, Hg e Pb, para a amostra AM1, utilizando 1 ton (M) e 3 ton (M) no
procedimento de MIC, (n=3).

E possivel observar na Figura 15, que a pressdo aplicada para confecgdo
dos comprimidos nao influenciou significativamente na recuperagcao dos analitos,
uma vez que os resultados obtidos nao apresentaram diferenga significativa (teste t-
Student nivel de confianga de 95%). Desta forma, a condigdo empregando 1 ton foi
escolhida, pois as condi¢cdes avaliadas nao apresentaram influéncia na recuperacao

dos analitos.

4.3.5 Avaliagao do tempo de refluxo

Com o objetivo de aumentar as recuperagdes para As, o tempo da etapa de
refluxo foi investigado. Neste sentido, foram avaliados tempos de 5 e 15 min de
aquecimento por radiacdo micro-ondas. Na pratica, a combustao da celulose ocorre
nos primeiros 10 segundos do programa de aquecimento. Apos a combustdo, a
solucdo absorvedora é aquecida devido a absor¢cdo da radiacdo micro-ondas,

proporcionando o refluxo e, consequentemente a lixiviacdo dos analitos das paredes
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do frasco e do suporte. Os resultados obtidos foram comparados com os valores
obtidos pelo preparo da amostra de BaSO4 empregando a MAE, sendo mostrados na
Figura 16. Para tal, foram utilizadas massas de amostra e celulose de 300 e 600

mg, respectivamente. A solugao absorvedora utilizada foi agua régia invertida.
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Figura 16. Recuperacdes obtidas para As, Cd, Hg e Pb empregando MIC na amostra AM1
para 5 (H) e 15 (H) minutos de tempo de refluxo, (n=3).

Como pode ser observado na Figura 16, o aumento do tempo de refluxo ndo
influenciou na recuperagcao dos analitos, sendo mantidas as recuperacdes para Cd,
Hg e Pb préximas a 100%, enquanto que para As a recuperagao foi menor que 55%.
Ademais, a recuperacao obtida para As foi inferior quando aplicado 15 min de
refluxo. De acordo com estes resultados, os demais experimentos foram conduzidos

empregando 5 min de refluxo.

4.3.6 Extracao acida dos comprimidos

Para confirmar a hipétese que a fracdo de As nao recuperada permanecia no
residuo solido apds o procedimento de MIC, optou-se por realizar a dissolucéo acida
dos comprimidos resultantes de MIC. Para tanto, os comprimidos remanescentes
foram coletados, secos na estufa a 105 °C, macerados em gral de &gata, e
posteriormente foi adicionado 20 mL de HNO3 14,4 mol L', a 80 °C, em uma chapa

de aquecimento, durante 1 hora. As solugdes extratoras foram filtradas, diluidas e,
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posteriormente As foi determinado por HG-ICP-MS. Cabe destacar que, para o
método de MIC foi adicionado nos comprimidos 50 uL de uma solugao contendo 10
mg L' de As, o que é equivalente a 1 ug g -'. Os resultados obtidos sdo mostrados

na Tabela 6.

Tabela 6. Concentragbes de As na amostra AM1. Solugado obtidas por MIC e solubilizagao

do residuo sélido apés MIC (os resultados obtidos apresentam média + desvio

padrao, n=3).
Concentragao de As, ug L'
Solugao de MIC 0,498 + 0,017
Residuo sélido 0,459 £ 0,015
Somatério 0,957 £ 0,017

A solugdo obtida por MIC e o residuo sélido remanescente da etapa de
combustdo (determinado apds solubilizagdo) apresentaram cerca de 50% de
recuperacao para As. O somatorio destes dois valores foi similar a concentracao de
As presente no comprimido, ndo apresentando diferenga significativa entre os
resultados (teste t-Student nivel de confianga de 95%). Assim, foi possivel comprovar
a hipotese que mesmo sendo adicionado no comprimido, a fracdo de As nao

recuperada permanece no residuo solido da MIC.

4.3.7 Avaliagcao da massa de NH4Cl

Com o objetivo de melhorar a recuperacédo de As, NH4Cl foi adicionado aos
comprimidos, juntamente com celulose, visando formar espécies volateis de As
durante a combustao, facilitando a liberacdo do mesmo para a solucao. Diferentes
elementos metalicos formam cloretos que apresentam elevada volatilidade, tais
como As, Cr, Pb, dentre outros. Recentemente, Mello et al.*! propuseram um método
com emprego da MIC para decomposi¢cdao de amostras de WEEE (Residuos de
Equipamentos Elétricos e Eletrénicos), onde foram obtidos valores de recuperagao
de aproximadamente 50% para Cr realizando a combustdo do CRM ERM EC680k
(polimero), com o método de MIC previamente otimizado. A justificativa apresentada
foi que o Cr presente no CRM provavelmente se encontrava em uma forma pouco

soluvel, como Cr203. Para contornar este problema, foi adicionado NH4Cl junto a
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amostra, em uma proporcéo 1:1 (CRM:NH4Cl). O emprego deste aditivo resultou em
valores de recuperacao superiores a 94% para Cr.

Assim, no presente trabalho, NH4Cl foi adicionado junto a amostra e
celulose, com o objetivo de favorecer a formacado de espécies volateis de As,
facilitando assim a liberagado de As do comprimido. Para isto, massas de 300 a 600
mg de NH4Cl foram avaliadas no procedimento de MIC, juntamente com 300 mg de
BaSO4 e 600 mg de celulose microcristalina. A solugdo absorvedora utilizada foi
agua reégia invertida. Os valores de recuperacéo obtidos empregando diferentes

massas de NH4Cl s&o mostrados na Figura 17.
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Figura 17. Recuperagbes obtidas para As empregando MIC, com o uso de NH4ClI (300-600

mg) para a amostra AM1, (n=3).

Como pode ser observado na Figura 17, ao empregar 300 mg de NH4Cl a
recuperacao foi inferior a 80% para As. No entanto, quando utilizadas massas iguais
ou superiores a 400 mg de NH4Cl foram obtidas recuperagdes quantitativas para As.
Com isso, pode-se concluir que a adicao de NH4Cl ao método de MIC viabilizou a
recuperacao de As. Assim, a condicdo selecionada para realizacao dos demais
ensaios foi utilizando 500 mg de NH4Cl, a fim de garantir a completa liberagdo de As
do comprimido. Cabe destacar que Cd, Pb e Hg também foram determinados para a
condigdo que utiliza 500 mg de NH4Cl, onde os trés analitos apresentaram

recuperacoes superiores a 95%.
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4.3.8 Avaliagao da solugao absorvedora

A avaliacdo da solugao absorvedora foi feita a fim de encontrar a solugao
mais adequada para a retengao de As, Cd, Hg e Pb em solugdo. Os ensaios foram
feitos utilizando 300 mg de BaSO4, 600 mg de celulose microcristalina e 500 mg de
NH4Cl. Em um primeiro momento, foi avaliado o emprego de 6 mL de solugdes de
HNOz em concentragdes de 3, 5, 7 e 14,4 mol L', supondo que o emprego de NH4Cl
junto ao comprimido auxiliaria na solubilizagdo dos analitos, o que dispensaria o uso
de HCI como solugéo absorvedora. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura
18.
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Figura 18. Recuperagdes obtidas para As (ll), Cd ( ), Pb ( ) e Hg (M) empregando MIC,
para concentragbes de 3, 5, 7 e 14,4 mol L' de HNO3, (n=3).

Os resultados mostrados na Figura 18 demonstram que, com a utilizagao de
HNOs (3 a 14,4 mol L") os valores obtidos para Hg foram concordantes com os
valores obtidos por MAE. Os resultados obtidos para As e Cd nao foram satisfatérios
quando utilizado HNO3 em concentragdes iguais ou inferiores a 5 mol L. Entretanto,
com o emprego de solugbes mais concentradas de HNO3s (7 a 14,4 mol L") foram
obtidas recuperacdes quantitativas.

Os resultados obtidos para Pb, para todas as solucoes de HNOs3 avaliadas,

apresentaram recuperacgoes inferiores a 30%. Desta forma, o emprego de diferentes
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concentragbes de agua régia invertida foi avaliado, com o objetivo de se obter

recuperacoes quantitativas para Pb e os demais analitos. Os resultados obtidos séo
mostrados na Figura 19.
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Figura 19. Recuperagdes obtidas para As (ll), Cd ( ), Pb ( ) e Hg (M) empregando MIC,

para solug¢des de 25%, 50% e 100% de agua régia invertida, (n=3).

Conforme mostrado na Figura 19, com o emprego de agua régia invertida,
foram obtidos recuperag¢des quantitativas para Hg para as trés condi¢cdes avaliadas
(25%, 50% e 100% de agua régia invertida) ap6s volatilizagdo empregando MIC. No
entanto, quando utilizadas solu¢gdes contendo agua régia invertida 25%, o desvio
padrdo para Hg foi superior a 10%. Para os demais elementos (As, Cd e Pb),
solugdo de agua régia invertida 100 e 50% foram suficientes para recuperagdes
superiores a 95%. Desta maneira, a condigao ideal para determinagao de As, Cd, Hg
e Pb em BaSOs4 requer a adicdo de 300 mg de BaSO4, 600 mg de celulose, 500 mg
de NH4Cl e como solugao absorvedora 6 mL de agua regia invertida 50%.
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44 AVALIACAO DOS PARAMETROS RELACIONADOS A ETAPA DE
DETERMINAGAO

4.4.1 Determinacgao dos elementos majoritarios do BaSO4 por ICP-OES

Apos avaliacdo dos paréametros relacionados ao procedimento de MIC,
foram avaliadas as possiveis variaveis que influenciariam na determinagao dos
analitos por ICP-MS. Desta forma, parametros atrelados a etapa de determinacgao
foram avaliados, comparando o método de MIC com o de MAE. Assim, em um
primeiro momento, foi realizada a determinagcdo dos elementos majoritarios
presentes no BaSO4 por ICP-OES para os extratos obtidos por MIC e MAE. Neste
estudo, o procedimento de MIC empregou 300 mg de amostra, 600 mg de celulose,
500 mg de NH4Cl e 6 mL de agua régia invertida 50% como solugéo absorvedora. O
procedimento de MAE utilizou 500 mg de amostra e 6 mL de agua régia invertida
como solugdo absorvedora. Os elementos que apresentaram concentragao

significativa em BaSO4 (Ba, Na e S), sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Valores obtidos para Ba, Na e S por ICP-OES, para as solugdes obtidas por MIC e
MAE para a amostra de BaSOs AM1, (n=3).

Concentragdo, mg L™

Analito
MIC MAE
Ba 0,846 + 0,059 243 + 11
Na 229+14 20,7 +1,0
S 898 + 40 67,2+5,2

Como pode ser observado na Tabela 7, os resultados obtidos empregando o
método de MIC apresentaram concentragao pelo menos 280 vezes inferior de Ba. A
concentracdo de Na obtida para ambos os métodos foi semelhante, enquanto que
para S o valor obtido para MIC foi em torno de 13 vezes maior comparado a MAE.
Com base nessas informagdes, pode-se apontar que elementos mais refratarios,
como o caso do Ba, ndao sdo liberados de forma expressiva para solugdo quando
submetido a volatilizagdo empregando MIC.

Assim, pode-se sugerir que quando empregado a MAE para posterior

determinacao de impurezas elementares em BaSO4 ha a possibilidade de haver uma
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maior influéncia da matriz na etapa de determinagao, comparado a MIC. Pelo fato de
solucdes obtidas por MAE apresentarem uma maior concentragao de ions Ba em
solucdo, ha um favorecimento na formacao de depdsitos, principalmente nos cones
de amostragem e Skimmer do ICP-MS, o que contribui para a perda de calibragéo
do equipamento ao longo da etapa de determinagao.

Devido a elevada concentragdo de S na solugdo obtida empregando o
método de MIC (898 mg L"), pode-se sugerir que houve a decomposi¢ao parcial do
BaSOa4. Provavelmente durante a queima devido ao ambiente altamente oxidante do
sistema (20 bar de O2 e agua régia invertida), o enxofre volatilizado da matriz como
SO2 e/ou SOs, seja convertido para SO4%> em solugdo, podendo assim ocorrer
interferéncias na etapa de determinacado. O Ba, por sua vez, devido ao seu elevado
ponto de ebulicdo, permanece no residuo soélido presente no suporte de quartzo,

provavelmente como BaO.

4.4.2 Comparacao visual do Skimmer do ICP-MS

Como mencionado anteriormente, apds realizagdo das medicoes dos
extratos obtidos por MAE, foi possivel observar um depdsito branco em torno do
orificio dos cones do ICP-MS, principalmente no Skimmer, o que provavelmente
esteja relacionado com o fato dos extratos apresentarem uma maior concentragéo
de Ba em solugdo. Na Figura 20 € mostrada uma comparagao visual do Skimmer a)
antes da utilizagado do equipamento, b) apés 100 medidas das solugdes obtidas por
MAE e c) MIC.
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Figura 20. Comparagédo visual do Skimmer do ICP-MS a) antes da utilizagdo do
equipamento, b) apos 100 medidas dos isétopos "'“Cd e 2°®Pb no extrato obtido
por MAE e c) apos 100 medidas dos isétopos "“Cd e 2°®Pb no extrato obtido
por MIC, sob condigbes de vazdo de argonio principal de 15 L min™', vazdo de
argonio auxiliar de 1,2 L min™', vazdo do gas de nebulizagdo de 1,04 L min™' e
poténcia do gerador de radio frequéncia de 1300 W.

4.4.3 Caracterizagcao por microscopia eletronica de varredura

Apos a realizagdo do estudo mostrado no item 4.4.2, foi feita a analise
morfolégica dos depodsitos formados na superficie do Skimmer por microscopia
eletrénica de varredura (MEV), para os trés casos. Para a aquisi¢ao das imagens, foi
selecionada a regido do cone na qual se formaram maiores quantidades de
depdsito.

De maneira complementar, foram obtidos espectros de espectroscopia por
dispersdao de energia de raios-X (EDS) para avaliar qualitativamente, quando
formados, a composigdo dos depdsitos. As imagens de MEV e seus respectivos

espectros de EDS sdo mostrados na Figura 21.
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Figura 21. Analise morfolégica por MEV do Skimmer e seus respectivos espectros de EDS
para a) antes da utilizagédo do ICP-MS, b) apds 100 medidas dos isétopos '"Cd e

28ph no extrato obtido por MAE e c¢) ap6s 100 medidas dos is6topos "“Cd e
208pp no extrato obtido por MIC.

Como pode ser observado na Figura 21, antes da execugdo das
determinagdes, a superficie do Skimmer apresentou um aspecto liso, com certas
ranhuras, o que é caracteristico de ligas metalicas. Esta afirmag¢ao corrobora com o
espectro de EDS obtido para a imagem A, onde sao observados sinais para Ni em
elevada intensidade, devido ao Skimmer apresentar em sua composi¢cao
majoritariamente Ni. No segundo caso (MAE), é possivel observar a formagao de
depdsitos, onde o espectro de EDS obtido indica que os mesmos sdo compostos

majoritariamente por Ba. Desta forma, pode-se constatar que de fato a elevada
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concentracdo de Ba nos extratos obtidos por MAE favorece a formacéo de depdsitos
nos cones de amostragem e Skimmer, o que € indesejavel para a determinacao de
impurezas elementares presentes em baixas concentracdes.

Para as solugbes obtidas por MIC, a pequena quantidade de depdsito
formado apresentou um aspecto irregular, diferente da imagem B, porém, n&o foi
observado uma intensidade expressiva de Ba por EDS. Provavelmente, isto nao
esteja relacionado com a formagéo de depdsitos e sim com o desgaste do Skimmer,
uma vez que a intensidade de Ni foi semelhante a condicao utilizando o cone antes

do emprego do ICP-MS.

4.4.4 Avaliagao de interferéncias durante a determinagao de As, Cd, Pb e Hg
por ICP-MS

A presencga de alguns elementos em alta concentragao pode, além de causar
interferéncias espectrais, alterar as caracteristicas do plasma, causando a
supressao ou aumento de sinal durante a determinacédo dos analitos. Neste sentido,
devido a elevada concentracédo de enxofre na solugao final obtida por MIC, foi feita a
avaliagao da influéncia da concentracédo de S na determinagao de As, Cd, Hg e Pb.

Como pode ser observado na Tabela 7, a concentracido de S na solucéo
obtida por MIC ¢é elevada (898 + 40 mg L), e por isso, pode haver influéncia do
mesmo na determinacao dos analitos. Por este motivo, foi feito teste de interferéncia
de S para a determinagdo de 7°As, ""'Cd, "2Cd, "'3Cd, "“Cd, 2%Pb, 207Pb, 208Pp,
200Hg e 202Hg, empregando diferentes concentragoes de S.

Uma vez que o procedimento de MIC empregado utiliza 4gua régia invertida
e 20 bar de O2, ou seja, a combustdo da amostra € realizada em um ambiente
oxidante, & esperado que o S presente em solugdo esteja em sua forma oxidada
(S04%). Desta forma, foram realizados testes com solugdo de referéncia de
concentragdes crescentes de S, (25 a 2000 mg L") preparadas a partir de diluigdes
da solugdo de sulfato de aménio (NH4)2SO4. Para todas as solugbes preparadas
foram adicionados volumes equivalentes a 1 ug L' de solugdo padrdo de As, Cd, Pb
e Hg. Na Figura 22 sdo mostrados os resultados da influéncia da concentragao de

S04% na intensidade de sinal para diferentes isétopos dos analitos.
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Figura 22. Efeito da concentragcdo de S na determinagao de As por HG-ICP-MS e Cd, Pb e

Hg por ICP-MS utilizando solugbes de referéncia de S.
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Como pode ser observado na Figura 22, ndo houve perda de intensidade para os
isotopos de Cd, mesmo quando utilizado concentragdes superiores a 2000 mg L' de enxofre
em solugdo. Para os is6topos de Pb, foi observado um comportamento semelhante ao do
Cd. Para os is6topos de Hg foi observada supressao significativa quando adicionadas
solugdes de concentragado igual ou maior que 250 mg L™, onde a solugéo de 500 mg L'de S
reduziu a intensidade do sinal em mais de 20% para Hg. N&o foi observada interferéncia de
SO4%* para determinagdo de As por HG-ICP-MS, mesmo quando adicionado solugbes
contendo 2000 mg L' de S. Desta forma, para as determinagdes de Hg feitas nas solugdes
obtidas por MIC, as amostras foram diluidas de tal forma que a concentragcdo de S na
amostra fosse igual ou menor que 200 mg L™'. Para a determinagdo dos demais elementos,
devido a solugéo obtida por MIC conter cerca de 900 mg L™, ndo houve risco de supressdo

de sinal ocasionado pelo elevado teor de S, mesmo em solug¢des concentradas.
4.5 APLICACAO DO METODO DE MIC

Apds as otimizacdes, o método proposto foi aplicado para 4 amostras de
BaSO4. Os resultados obtidos foram comparados com aqueles adotados como
referéncia (MAE). Para tanto, as amostras foram preparadas a partir do método de
MIC otimizado, o qual faz uso de 300 mg de amostra, 600 mg de celulose, 500 mg
de NH4Cl e agua régia invertida 50% como solugdo absorvedora. Os resultados

obtidos sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Resultados obtidos para a determinagao de As, Cd, Hg e Pb nas amostras AM1,
AM2, AM3 e AM4 empregando os métodos de MAE sequencial e MIC, juntamente
com os limites maximos para As, Cd, Pb e Hg para produtos administrados por via

oral, de acordo com o ICHZ.

Concentragao, ug g'

Amostra Elemento

MIC MAE
AM1 As 0,018 £ 0,003 0,015 + 0,004
Cd 1,22 + 0,05 1,18 £ 0,03
Pb 1,03 £ 0,03 1,02 £ 0,03
Hg 0,098 + 0,003 0,107 £ 0,007
AM2 As <0,012* <0,001*
Cd 1,39 £ 0,02 1,36 £ 0,05
Pb 0,912 + 0,053 0,943 + 0,039
Hg < 0,009* < 0,006*
AM3 As 0,027 + 0,002 0,025 + 0,003
Cd <0,001* <0,001*
Pb <0,033* <0,003*
Hg < 0,009* < 0,006*
AM4 As <0,012* <0,001*
Cd <0,001* <0,001*
Pb <0,033* 0,015 + 0,001
Hg < 0,009* < 0,006*
Limite maximo para produtos
administrados por via oral (ug g)
As 1,5
Cd 0,5
Pb 0,5
Hg 3
*LOQ em ug g

Nao foi observada diferengca significativa entre os valores obtidos por

combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) e extragdo acida assistida por micro-
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ondas (MAE). Como pode ser visto, para todas as amostras de BaSO4, a
concentragdo de As e Hg € menor que a concentragdo limite destas impurezas em
produtos farmacéuticos administrados por via oral, segundo o guideline for elemental
impurities, do ICH, o que é reflexo do rigor exigido pelos 6rgaos regulamentadores
para concentracido limite de impurezas elementares em produtos farmacéuticos.
Entretanto, para as amostras AM1 e AM2, a concentragao de Cd e Pb foi superior ao
limite estabelecido pelo ICH, obtendo-se RSDs de 3 a 15%. Pode ser observado
também que, para a amostra AM4 a concentracdo de Pb foi determinada apenas
quando empregado o meétodo de MAE, pois o resultado de Pb para esta amostra
empregando MIC foi abaixo do LOQ. A Tabela 9 mostra a comparagdo de

parametros entre os métodos de MIC e MAE.

Tabela 9. Comparacgao entre o método de MIC e o método de MAE.

Parametro MAE MIC
Massa de amostra 500 300
Reagentes HNO; 14,4 mol L™ Disco de papel (x 100 mg)
HCI 12,2 mol L™ Celulose (600 mg)

NH4CI (500 mg)
HNOs (5,5 mol L)
HCI (1,5 mol L")
NH4NOs 6 mol L' (50 pL)
O2 (20 bar)

Técnica de determinagéo ICP-MS: Cd, Pb e Hg ICP-MS: Cd, Pb e Hg
HG-ICP-MS: As HG-ICP-MS: As

Numero de digestéo, h™’ 8 16

Tempo de aquecimento 40 min 5 min

Como pode ser observado na Tabela 9, o método de MIC dispensa o uso de
acidos concentrados, como HNOs e HCI, minimizando a geracdo de residuos.
Ademais, o0 método de MIC apresenta uma maior frequéncia de analise quando
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comparada com a MAE, sendo possivel executar o preparo de 16 replicatas por
hora, enquanto que para MAE podem ser processadas apenas 8 replicatas por hora.
Apesar do método de MIC necessitar do uso de aditivos (celulose e NH4Cl) e O2 em
seu procedimento, o método proposto possibilita uma separacao efetiva dos analitos
da matriz, minimizando riscos de interferéncias na etapa de determinacdo. Assim, a
metodologia proposta se apresenta como uma alternativa adequada para o preparo
de BaSOu4 e posterior determinagéo por ICP-MS.

Os LODs obtidos para o método de volatilizagdo empregando MIC para
posterior determinagdo de impurezas elementares em BaSO4 foram na faixa de
0,004 a 0,01 ug g para todos os analitos. Na Tabela 10, sdo mostrados os limites
de quantificagdo obtidos de As, Cd, Pb e Hg para os métodos de MIC e MAE,
levando em consideragdo 300 mg de amostra para MIC, 500 mg para MAE e volume
final de solugédo de 25 mL para ambos os métodos, juntamente com a concentragao
limite destas impurezas elementares em produtos farmacéuticos administrados por

via oral.

Tabela 10. Limites de quantificagdo obtidos para As por HG-ICP-MS e Cd, Pb e Hg por ICP-
MS empregando os métodos de MIC e MAE.

LOQ (ug g') LOQ (ugg™) Limite maximo para produtos
Analito

MAE MIC administrados por via oral (ug g™)
As 0,001 0,012 0,15
Cd 0,001 0,001 2,5
Pb 0,003 0,033 0,5
Hg 0,006 0,009 1,5

E possivel observar na Tabela 10 que os limites de quantificacdo obtidos
pelo método de MAE foram menores que aqueles obtidos por MIC, isto
provavelmente ocorreu devido a contaminagao proveniente dos reagentes, devido a
etapa de prensagem empregados para o procedimento de MIC ou devido a massa
de amostra utilizada ser menor quando comparada a MAE. Entretanto, o método de
MIC apresentou LOQs satisfatorios, uma vez que estes valores foram de 5 a 450
vezes menores do que a concentracdo limite destes elementos para produtos
farmacéuticos administrados por via oral. Cabe destacar que, apesar do método de

MAE apresentar menores LOQs, quando seus extratos sdo determinados por ICP-
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MS, é observado perda de calibracdo e formagdo de depodsitos nos cones de

amostragem e Skimmer, o que prejudica a obtencgéo de resultados confiaveis.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que o método proposto é
adequado para a volatilizagdo de impurezas elementares contidas na primeira classe
(classificagao do ICH Q3D), empregando a combustao iniciada por micro-ondas para
posterior determinacéo de Cd, Hg e Pb por ICP-MS e de As por CVG-ICP-MS.

Com o uso do sistema de combustdo, foram obtidas concordancias
superiores a 91% quando foi utilizado 300 mg de BaSO4 e 600 mg de celulose. Além
disso, para que se obtivessem recuperagdes quantitativas para As, foi necessaria a
adicdo de 500 mg de NH4Cl nos comprimidos. Ainda, foi observado que utilizando
solugdes acidas diluidas (5,5 mol L' de HNOs3 e 1,5 mol L' de HCI) foram obtidas
recuperacgoes entre 91 e 109% para todos os analitos. Ensaios de adigdo de analito
foram realizados, obtendo-se valores superiores a 95% de recuperacdo para 0s
mesmos. Ainda, foram determinados Ba, Na e S nas solu¢des obtidas pelos
métodos de MIC e MAE por ICP-OES. Com isso, foi possivel comprovar que os
extratos obtidos por MIC apresentam menor concentragao de Ba em comparagao a
MAE.

Quando avaliadas possiveis interferéncias produzidas por S na
determinacdo de Hg, utilizando solugbes de referéncia, foi observado que analises
quantitativas ocorreram quando solucdes contendo concentracdes de S inferiores a
200 mg L' foram analisadas. Para As, Cd e Pb, nio foi observado supressdo do
sinal, mesmo em solugdes contendo 2000 mg L' de S.

Por fim, o método proposto apresenta como principal vantagem a
possibilidade de uma separagao efetiva do analito da matriz em comparacido ao

método convencional, minimizando interferéncias na etapa de determinacao.
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