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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODO UTILIZANDO A MICROEXTRAS}AO LiQuiDO-
LIQUIDO DISPERSIVA EM FASE REVERSA PARA DETERMINACAO DE As, Cd,
Hg, Pb, Co, Ni e VEM EXCIPIENTES FARMACEUTICOS OLEOSOS

AUTOR: Cristian Rafael Andriolli
ORIENTADORA: Prof. Dr?. Rochele Sogari Picoloto

Neste estudo foi desenvolvido m método de extragao utilizando excipientes farmacéuticos oleosos, para
a posterior determinacéo de impurezas elementares das classes 1 (As, Cd, Hg e Pb) e 2A (Co, Nie V)
segundo o ICH Q3D (Conferéncia internacional sobre harmonizagéo de requerimentos técnicos para o
registro de produtos farmacéuticos para uso humano). Foi avaliado como método de preparo de
amostras a microextragao liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME). A determinagéo de
As, Cd, Pb, Co, Ni e V foi feita por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS) e a determinagdo de Hg foi feita por geragéo de vapor frio (CVG) acoplado a ICP-MS. Para o
preparo de amostras por RP-DLLME foi utilizado uma mistura de dois solventes, um dispersor e um
extrator, sendo ambos adicionados diretamente sobre a amostra. Foram investigados alguns
parametros que influenciam na eficiéncia da extragdo como o tipo de solvente dispersor, a proporgéo
da mistura dos solventes dispersor e extrator, o tipo e a concentragao do solvente extrator, volume total
da solugao de extragdo, a massa de amostra, a temperatura de aquecimento, o tempo de centrifugagéo,
o tipo e o tempo de agitagdo. Estas avaliagbes foram feitas com a adi¢do de 1,0 ug g-' de todos os
analitos utilizando a amostra "A", sendo os resultados expressos em recuperagao (%). Resultados
quantitativos foram obtidos empregando as seguintes condi¢des: i) solvente dispersor: n-propanol, ii)
propor¢ado da mistura dos solventes dispersor e extrator: 50:50% (v/v), iii) tipo e concentracdo do
solvente extrator: 3,0 mol L-' de HNO3 (As, Cd, Pb, Co, Ni e V) ou 6,0 mol L' de HCI (Hg), iv) volume
total da solugédo de extragdo: 2,0 mL, v) massa de amostra: 5 g, vi) temperatura: 85 °C, vii) tempo de
centrifugacao: 10 min e viii) tipo e tempo de agitagcao: 1 min de agitagdo manual. A exatidao do método
proposto foi avaliada pela comparagdo com os resultados obtidos apds a digestdo por via umida
assistida por radiacdo micro-ondas em sistema de camara unica de reacdo (MAWD-SRC) e
determinagéo por ICP-MS e CVG-ICP-MS. Néao foram observadas diferengas significativas (teste t-
student, nivel de confianca de 95%) entre os resultados obtidos apds os métodos da RP-DLLME e
MAWD-SRC, para todas as impurezas elementares que compde as classes 1 e 2A do ICH. A exatidao
também foi avaliada, por ensaios de recuperagdo com adi¢cdo de todos os analitos em trés niveis de
concentracao (50, 100, e 150%) e também de acordo com as recomendagdes do ICH Q3D para a via
de administragéo parenteral. Os valores obtidos para os ensaios de recuperagao foram de 94 e 100%
com RSDs inferiores a 5% para todos os analitos. Os limites de detecgéo para o método proposto foram
0,014, 0,002, 0,001, 0,006, 0,002, 0,012 e 0,031 ug g' para As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni e V, respectivamente.
O método da RP-DLLME foi considerado adequado para a determinagéo dos elementos das classes 1
e 2A em excipientes farmacéuticos oleosos. Foi feito uma avaliagado de acordo com os 12 principios da
Quimica Analitica Verde utilizando a métrica Analytical GREEnness, a fim de avaliar o quao verde um
método pode ser considerado, sendo cada principio convertido em uma escala de 0 a 1 (a escala é
representada pelas cores vermelho, amarelo e verde). Assim, para os métodos da RP-DLLME e
MAWD-SRC foram obtidas como pontuagdes gerais, respectivamente de 0,49 e 0,35, sendo
considerado o método da RP-DLLME mais verde devido ao menor impacto gerado ao ambiente. Como
principais vantagens do método proposto, destacam-se a simplicidade de operagédo, menor geracao de
residuos, uso de elevada massa de amostra e elevada frequéncia analitica. Este estudo é a primeira
aplicagdo da RP-DLLME combinada com a determinagao por ICP-MS e CVG-ICP-MS para amostras
farmacéuticas.

Palavras-chave: Excipientes farmacéuticos oleosos. Preparo de amostra. RP-DLLME. ICP-MS.
ICH Q3D.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A METHOD USING REVERSED-PHASE DISPERSIVE
LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION FOR DETERMINATION OF As, Cd, Pb, Hg,
Co, Ni, AND V IN OILY PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS

AUTHOR: Cristian Rafael Andriolli
ADVISOR: Prof. Dr2. Rochele Sogari Picoloto

In this study, an extraction method using oily pharmaceutical excipients was developed for further
determination of elemental impurity from classes 1(As, Cd, Hg, and Pb) and 2A (Co, Ni, and V)
according to ICH Q3D. The evaluated sample preparation method was reversed-phase dispersive
liquid-liquid microextraction (RP-DLLME). The determination of As, Cd, Pb, Co, Ni, and V was
performed by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and the Hg determination
was by cold vapor generation (CVG) coupled to ICP-MS. The RP-DLLME method was performed
by using a mixture of dispersant and extractant solvents, which were added directly to the sample.
Some parameters such as dispersant solvent, proportion of dispersant and extractant solvents,
extractant solvent concentration, extraction solution volume, sample mass, temperature, heating
time, centrifugation time, stirring type, and time were evaluated. For all parameters evaluated,
sample “A” was spiked with 1.0 ug g' of all analytes using oil standard solutions and the results
were expressed in recovery (%). The optimized conditions of the proposed RP-DLLME method
were: j) dispersant solvent: n-propanol; ii) proportion of dispersant and extractant solvents:
50:50% (v/v); iii) extractant solvent concentration and type: 3.0 mol L-' HNO3 solution (As, Cd,
Pb, Co, Ni e V) and 6.0 mol L' HClI solution (Hg); iv) extraction solution volume: 2.0 mL; v) sample
mass: 5 g; vi) temperature: 85 °C; vii) centrifugation time: 10 min at 3450 rpm; viii) stirring type
and time: 1.0 min by manual stirring. Accuracy was evaluated by comparing the results obtained
by proposed method with those obtained by ICP-MS and CVG-ICP-MS after microwave-assisted
wet digestion in a single reaction chamber (MAWD-SRC). No statistical difference (t-test, 95%)
was observed between the results obtained for the elemental impurity from classes 1 and 2A after
the RP-DLLME and MAWD-SRC methods. Accuracy was also evaluated by recovery experiments
with the addition of all analytes at three concentrations levels (50, 100, and 150%) and according
to the ICH Q3D recommendations for the parenteral route. The results for the analyte recovery
experiments ranged from 94 to 100% with RSDs lower than 5%. The limits of detection for the
proposed method were 0.014, 0.002, 0.001, 0.006, 0.002, 0.012, and 0.031 ug g™ for As, Cd, Hg,
Pb, Co, Ni, and V, respectively. The developed method was considered suitable for the
determination of the elements of classes 1 and 2A in oily pharmaceutical excipients. The
evaluation was carried out according to the twelve green chemistry principles using an Analytical
GREEnness calculator, in order to evaluate how green a method can be considered. In this way,
each variable is converted in a scale from 0 to 1 (resulting in a red, yellow, and green color scale).
As a result, the proposed RP-DLLME method was considered greener than the MAWD-SRC
method, obtaining as general scores 0.49 and 0.35, respectively. The main advantages of the
proposed method include simplicity of operation, low amount of residues generation, use of high
sample mass, and high throughput. The proposed approach is the first application of a RP-DLLME
method combined with ICP-MS and CVG-ICP-MS determination for pharmaceutical samples.

Keywords: Oily pharmaceutical excipients. Sample preparation. RP-DLLME. ICP-MS. ICH Q3D.
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16

1 INTRODUGAO

Os excipientes farmacéuticos sao ingredientes inativos que sao incluidos nas
formulagbes dos medicamentos para garantir a estabilidade dos produtos finais."?
Ainda, sdo empregados com o objetivo de melhorar o desempenho dos produtos e a
biodisponibilidade dos principios ativos, proporcionando um tratamento mais eficiente
e seguro."?3 A administracdo pode ser feita através da via oral, inalatéria ou
parenteral, dependendo do farmaco e do excipiente utilizado.*

Varios tipos de excipientes farmacéuticos estdo disponiveis, tais como os
diluentes, lubrificantes, sorventes, solventes, antioxidantes, solubilizantes, emolientes
e veiculos."® Dentre os diversos tipos, os excipientes oleosos tém sido recomendados
como diluentes e veiculos para alguns medicamentos injetaveis oleosos. Para este
fim, utilizam-se 6leos de algoddo, amendoim, canola, carogo de palma, gergelim,
menta, milho, ricino e soja.36’

Apesar da origem botanica, € necessario verificar se 0s excipientes
farmacéuticos oleosos apresentam elementos e substancias considerados tdxicos, os
quais, podem ser prejudiciais, causando problemas a saude. Geralmente, esses
contaminantes podem ser provenientes do solo, pesticidas e residuos de
catalisadores usados no processo de produgdo.t%10 Dentre os possiveis
contaminantes, destacam-se as impurezas elementares que, quando presentes,
podem acelerar a oxidagéo e a degradacao do excipiente, prejudicando a qualidade
do produto final.#° As impurezas elementares sao divididas pelo guia ICH Q3D, em
trés classes (1, 2A, 2B e 3), de acordo com a toxicidade do elemento e a probabilidade
de ocorréncia do medicamento. O controle dos elementos das classes 1 (As, Cd, Hg
e Pb) e 2A (Co, Ni e V) é necessario em medicamentos via parenteral, os quais séo
considerados elementos toxicos e se administrados podem ocasionar efeitos adversos
para a saude.*

Para o controle das impurezas elementares, sédo utilizadas técnicas analiticas,
tais como a espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES)", espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS)'? acoplado a vaporizagao eletrotérmica (ETV)'® ou ablagdo a laser (LA)',
espectrometria de absorgéo atdbmica com forno de grafite (GF AAS)'® e espectrometria
de absorgao atdmica com chama (F AAS)'.
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Dentre as técnicas analiticas mencionadas, a ICP-MS e ICP-OES tém sido
recomendadas para o controle das impurezas elementares em farmacos,
principalmente devido a sua analise rapida, capacidade de detecgdo multielementar,
seletividade alta, bem como os limites de quantificacdo (LOQs) e detec¢ao (LODs)
baixos atribuidos a estas técnicas.?'® Entretanto, como os excipientes usados em
medicamentos injetaveis administrados pela via parental s&o liquidos oleosos, €&
necessaria uma etapa de preparo de amostra, isso porque nestes equipamentos
geralmente a introdugcdo da amostra é feita na forma de suspensdo ou solugao
aquosa.®

Alguns métodos de preparo de amostra tém sido empregados para esta
finalidade, como a digestdo por via umida assistida por radiagdo micro-ondas
(MAWD)", a digestéo por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas em sistema
de camara Unica de reagdo (MAWD-SRC)'? e a combustéo iniciada por micro-ondas
(MIC)."” Estes métodos tém por objetivo a decomposi¢do da matéria organica e sua
conversdao em CO2 e H20. Porém, métodos alternativos de preparo de amostras
podem ser empregados, dentre os quais se destacam os que utilizam a extragao,
como a microextragdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME),
recentemente empregada para amostras com matrizes oleosas. 81920

A RP-DLLME é um meétodo de microextragcdo onde a amostra orgéanica €&
submetida a adi¢ao rapida de uma mistura de dois solventes, um dispersor (alcool) e
um extrator (acido diluido) que promovem a extracdo dos analitos. Esse método,
geralmente, possibilita 0 uso de massas de amostra elevadas, solu¢des de extragcéo
diluidas, consumo reduzido de solventes e temperaturas brandas.'®2%2" Entretanto,
nao ha relatos na literatura sobre o uso do método de RP-DLLME para produtos
farmacéuticos oleosos. Além disso, nenhum dos estudos reportados na literatura
utilizou a técnica de ICP-MS para a determinagao dos analitos.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de um
meétodo de preparo de amostras utilizando a RP-DLLME para posterior determinacgao
dos elementos das classes 1 e 2A por ICP-MS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo sera feita uma revisdo da literatura, na qual serdo abordados os
aspectos gerais sobre o0s excipientes farmacéuticos, a presenca de impurezas
elementares, bem como a importancia da determinagdo desses elementos em
excipientes farmacéuticos oleosos. Posteriormente, serdo descritos o0s principais
métodos de preparo de amostras utilizados para produtos farmacéuticos e, ao final,
serdo apresentadas as principais técnicas de detecc¢éo utilizadas para a determinagdo

de impurezas elementares.
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2.1 EXCIPIENTES FARMACEUTICOS

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define excipiente
farmacéutico como qualquer componente, que nao seja substancia ativa, adicionado
intencionalmente & uma formulagdo farmacéutica.?? Dessa forma, os excipientes
farmacéuticos sao considerados substancias auxiliares que possuem propriedades
diferentes daquelas presentes nos farmacos.?%24

A administracdo de excipientes farmacéuticos pode ser feita pelas vias oral,
parenteral e inalatéria, sendo a forma administrada dependente do tipo de produto
farmacéutico e sua devida finalidade.’# Os excipientes sdo utilizados para garantir a
estabilidade dos produtos farmacéuticos, viabilizar formulagdes, melhorar o
desempenho do produto, bem como melhorar a biodisponibilidade de ingredientes
ativos. Além disso, normalmente s&do responsaveis pela maior porcentagem da
composi¢ao do farmaco, ocupando maior volume ou massa do que o principio ativo
na composigao final do produto.’?3

Tendo em vista o uso dos excipientes, existem diferentes tipos desde
antioxidantes, aromatizantes, conservantes, corantes, diluentes, edulcorantes,
emolientes, emulsificantes, espessantes, estabilizantes, matrizes de liberagao
prolongada, promotores de absorcdo, solubilizantes, solventes, umectantes e até
mesmo veiculos oleosos, entre outros.!® Dentre os diversos tipos e finalidades de uso
de excipientes disponiveis para a industria farmacéutica, os excipientes oleosos tém

sido recomendados como veiculos e diluentes em alguns medicamentos injetaveis.3>¢

2.2 EXCIPIENTES FARMACEUTICOS OLEOSOS

Alguns excipientes farmacéuticos oleosos sao utilizados para solubilizar
moléculas lipofilicas, ndo ionizaveis e apolares que estao presentes no principio ativo
e sao de dificil formulagao, devido a baixa solubilidade em agua. Nestes casos, faz-
se necessario o uso de solugdes que sao inteiramente organicas, normalmente de
matriz oleosa, que geralmente sao, mas nem sempre, utilizados para diluir os
principios ativos antes de serem administrados.2526:27

Para os casos em que sao utilizadas solugdes inteiramente organicas, as
formas de administracdo comumente utilizadas sao orais ou parenterais. Quanto a

administracao oral, a maioria das formulagdes sao ingeridas na forma de capsulas de



20

gelatina mole ou ainda como solugdes orais.?®2% Enquanto que para a administragéo
parenteral, € possivel a diluigdo dos principios ativos dos farmacos no momento da
injecao, preparagao de uma emulsao ou solubilizagdo em 6leo. Neste ultimo caso, a
formulacédo do 6leo é usada como veiculo para o fornecimento do medicamento, o
qual é liberado ao longo do tempo (até meses) no corpo do paciente.3303! Assim, o
tempo e o 6rgdo em que o medicamento injetavel sera metabolizado, dependera do
local da injecéao, lipofilicidade do principio ativo e também do tipo de veiculo oleoso
empregado.?’-31

Os excipientes oleosos comumente utilizados como solventes ou veiculos em
distintas formulagdes disponiveis sdo os O6leos de algoddo, amendoim, canola,
cartamo, coco, gergelim, milho, oliva, ricino, semente de palma, soja, vegetais
hidrogenados, triglicerideos de cadeia longa, entre outros.3%7 Estes 6leos sdo muitas
vezes empregados em formulagdes de medicamentos injetaveis para o tratamento de
pacientes com psicose cronica, deficiéncia na concentracao de testosterona, terapias
hormonais na pratica veterinaria e como método contraceptivo hormonal. 3

Geralmente, os excipientes oleosos correspondem a maior porcentagem da
composi¢cdo dos medicamentos injetaveis. Como o uso destes medicamentos é feito
pela via parenteral, € necessario que um controle de qualidade rigoroso dos
excipientes utilizados, para impedir problemas de degradagdo do farmaco o que
ocasionaria e/ou agravaria diversas doencas derivadas da presenca de impurezas
elementares. Ademais, evitar que seja feita a injecdo de excipiente contendo

impurezas elementares diretamente na via parenteral dos pacientes.®

2.3 IMPUREZAS ELEMENTARES EM EXCIPIENTES FARMACEUTICOS

Considerando que as impurezas elementares podem estar presentes em
excipientes, é necessario um controle de qualidade a fim de evitar os efeitos adversos
que podem ser provocados elas. Algumas dessas impurezas elementares podem
acelerar a oxidagcado e degradacao dos excipientes, prejudicando a qualidade dos
mesmos. As impurezas elementares geralmente sao oriundas do solo, pesticidas e
processos cataliticos durante a producgéo 8910

De acordo com o guia ICH Q3D (2019), as impurezas elementares podem ser
divididas em trés classes (1, 2A e 2B e 3) de acordo com a sua toxicidade e via de

administracdo do produto farmacéutico, biodisponibilidade, estado de oxidagdo do
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elemento, bem como a probabilidade de ocorréncia do medicamento. A classe 1 é
composta por As, Cd, Hg e Pb, enquanto que a classe 2 é subdividida em 2A (Co, Ni
e V)e 2B (Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Se, Tl e Se) e a classe 3 € composta por Ba,
Cr, Cu, Li, Mo, Sb e Sn.#32 Os elementos das classes 1 e 2A precisam ser monitorados
em farmacos que sdo administrados pela via parenteral, conforme previsto no ICH
Q3D.* As impurezas destas classes sdo monitoradas para todas as vias de
administracdo, devido as baixas exposi¢oes diarias permitidas (EDPs). Enquanto a
determinacao dos elementos das classes 2B e 3 ndo é requerida. Na Tabela 1 estéo
apresentadas as EDPs para as classes 1 e 2A para a via de administragao parenteral

utilizada em medicamentos injetaveis oleosos.

Tabela 1 — Exposi¢des diarias maximas permitidas para as impurezas elementares
das classes 1 e 2A em farmacos com via de administragao parenteral.

Classe Elemento EDP (g dia™)
Via parenteral

1 As 15

1 Cd 2

1 Hg 3

1 Pb 5

2A Co 5

2A Ni 20

2A \Y 10

Como apresentado na Tabela 1, os elementos que compde as classes 1 e 2A
apresentam EDPs na faixa de 2 até 20 ug dia™' para a via parenteral de administragao.
Dessa forma, os elementos das classes 1 e 2A se estiverem presentes em farmacos
mesmo que em concentragdes baixas, podem ser considerados um risco a saude.*
Diante da necessidade de um controle de qualidade das impurezas elementares em
produtos farmacéuticos, a USP recomenda no capitulo Elemental Impurities -
Procedures 233 um método de preparo de amostra e as técnicas de determinacéao
que devem ser empregadas. Neste método, as amostras sdo digeridas utilizando
acido concentrado (geralmente HNOs3) e a determinagéo é feita por ICP-MS ou ICP-
OES.? No entanto, este método possui desvantagens como reduzida massa de
amostra, maior geracdo de residuos, possibilidade de contaminagdo durante o
processo de digestao decorrente do uso de um volume elevado de acido concentrado
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(até 15 mL), o que contribui para o aumento dos valores de branco e dos LOQs.3*
Diante disso, existem estudos na literatura que utilizam outros métodos de preparo de
amostras, destacando-se os com aquecimento por radiagdo micro-ondas e extragao,

0s quais serdo apresentados a seguir.%11:12.17,35,.36,37

2.4 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Para a maioria dos equipamentos usados na determinagdo de impurezas
elementares, ainda € preciso que a amostra seja convertida em uma solugdo
compativel com a técnica de determinagéo. Diante disso, diferentes métodos de
preparo de amostras sao relatados para amostras com as mais variadas matrizes. A
escolha do método de preparo de amostra, deve ser feita considerando a composicéao
da amostra, os analitos e a técnica analitica de deteccao a ser utilizada. A etapa de
preparo de amostra é conhecida como a mais critica da sequéncia analitica, pois &
quando, comumente, ocorrem erros sistematicos.3438

Quando se trata do preparo de amostra para a posterior determinagéo de
impurezas elementares em farmacos, diversos métodos ja foram desenvolvidos, como
a dissolucdo, MIC, MAWD e MAWD-SRC.812.17.39 Na Tabela 2 estiao apresentados

alguns dos métodos mais recentes desenvolvidos para amostras de farmacos.
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Amostras Elementos Método de preparo de amostra Determinagao Referéncia
Cloridrato de metadona, com As, Cd, Co, Hg, Ni, PbeV MAWD: 5 mL ICP-MS e ICP-OES 40
excipientes:  sorbitol, glicerol, Solugdo digestora: 3 mL de HNO3 14 mol L' + 5 mL
benzoato de sdédio, acido citrico de agua.
monohidratado e corantes diluidos Programa de aquecimento: (/) rampa de 20 min até
em agua purificada 210 °C; (if) permanéncia de 15 min em 210 °C.
Substancias farmacéuticas e Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, MAWD: 200-300 mg ICP-MS 41
excipientes em solugdo aquosa Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Solugao digestora: 2 mL HNO3 14 mol L' + 2 mL HCI
Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, 12 mol L' (com adi¢édo de 1 mL de H202 30% e/ou 0,7
Sn, TleV mL de HF 50%, dependendo da amostra).

Programa de aquecimento: (/) rampa de 10 min até

190 °C; (ii) permanéncia de 20 min em 190 °C.
Medicamentos de uso oral As,Cd,HgePb MAWD: 500 mg ICP-MS e ICP-OES 35
(levotiroxina sodica, dipirona de Solugéo digestora: 5 mL de agua régia
sédio, diclofenaco de sddio, Programa de aquecimento: (/) rampa de 2 min até
cloridrato de metformina, e outros) 170 °C; (i) permanéncia de 5 min em 170 °C; (iii)
e dois excipientes (carbonato de rampa de 2 min até 190 °C; (iv) permanéncia de 10
calcio e maltodextrina). min em 190 °C; (v) rampa de 2 min até 210 °C; (vi)

permanéncia de 20 min em 210 °C.
Pomada de aciclovir, aciclovir As, Cr, Cu, Ni, PbeV MAWD: 200 mg ICP-MS 42
(principio ativo), metilparabeno, Solugéo digestora: 6 mL de HNO3z 7 mol L' + 2 mL de
edetato  dissoédico e cera H202 30% (v/v)
emulsificante néo iénica Programa de aquecimento:(i)) rampa de 20 min até

160 °C; (ii) permanéncia de 20 min em 160 °C.
Medicamentos de wuso oral Ag,As,Au, Ba, Cd, Co,Cr, MAWD-SRC: 100 ou 500 mg ICP-MS e ICP-OES 11
(dipirona  sodica, levotiroxina Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Solugéo digestora: 7 mL HNO3 2 mol L
sédica, diclofenaco de soédio, Pb,Pd, Pt,Rh, Ru, Sb, Se, Programa de aquecimento: (/) rampa de 2,5 min até

cloridrato de metformina e outros)
e suplemento alimentar

Sn, Tle V.

140 °C; (i) permanéncia de 2,5 min em 140 °C; (iii)
rampa de 2,5 min até 180 °C; (iv) permanéncia de 2,5
min em 180 °C; (v) rampa de 10 min até 220 °C; (vi)
permanéncia de 10 min em 220 °C.
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Continuacao da Tabela 2

Amostras Elementos Método de preparo de amostra Determinagao Referéncia
Omeprazol As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Li, MAWD-SRC: 500 mg ICP-MS 43
Mo, Ni, Pb, Sbe V Solugéo digestora: 7 mL de agua régia invertida e 7

mL HNO3 2 mol L'

Programa de aquecimento: (i) rampa de 2,5 min até
140 °C; (ii) permanéncia de 2,5 min por 140 °C; (iii)
rampa de 2,5 min até 180 °C; (iv) permanéncia de 2,5
min por 180 °C; (v) rampa de 10 min até 220 °C; (vi)
permanéncia de 10 min em 220 °C.

Levodopa, cloridrato de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, MAWD-SRC: 500 mg ICP-MS 12
propranolol, difosfato de PbeV Solugédo digestora: 6 mL HNO3 14 mol L'
primaquina, sulfametoxazol Programa de aquecimento: (i) rampa de 10 min até

270 °C; (ii) permanéncia de 20 min em 270 °C.

Principio ativos (cloridrato de As, Cd, Hge Pb MIC: 500 mg ICP-MS 17
amitriptilina, carbamazepina, Solugdo absorvedora: 6 mL de HNO3 7 mol L'
cloridrato de imipramina) Programa de aquecimento: 1400 W por 10 min.
Principios ativos, intermediarios e Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Dissoluc&o: 10 mg ou 10 pL ICP-OES 44
produtos farmacéuticos Ni, Pd, Pt, Rh, Ru, W, Zne Solucdo: 5 mL de EDTA/DMF (2 g / 100 mL,
Zr aquecimento de 30 min em 120 °C)
Principio ativo Ag, As, Bi, Cd, Cu, Hg, Mo, Extrac&o assistida por ultrassom: 100 mg ICP-OES 36
Pb, Sb e Sn Solugéo extratora: 9 mL de dimetilsulféxido acidificado

(2:98% HCI:DMSO, v/v)

MAWD: Digestao por via imida assistida por micro-ondas; MAWD-SRC: Digestéo por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas em camara Unica de reacao;
MIC: Combustéao iniciada por micro-ondas; ICP-MS: Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado; ICP-OES: Espectrometria de emissao
6ptica com plasma indutivamente acoplado; IC: Cromatografia de ions.
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Como pode ser observado na Tabela 2, os principais métodos utilizados para o
preparo de amostras farmacéuticas e posterior determinacdo de impurezas
elementares sdo a MAWD e MAWD-SRC. Destaca-se também que praticamente
todas as amostras empregadas nos métodos s&o principios ativos de farmacos. Além
disso, foram encontrados estudos que utilizam excipientes aquosos, mas nenhum
estudo com excipientes oleosos.

Devido a complexidade das matrizes, existe uma dificuldade no
desenvolvimento de um método unico que seja capaz de abranger todos os tipos de
farmacos e analitos, uma vez que as caracteristicas fisico-quimicas e as formulacdes
dos farmacos (principio ativo, excipientes, comprimidos, capsulas, entre outras)
podem variar bastante. Dessa forma, existe um interesse no desenvolvimento de
meétodos de preparo de amostra que possibilitem a obtengdo de uma solugéo
adequada para a posterior determinacao de impurezas elementares, além de atender

as recomendagdes do guia ICH Q3D. 792045

2.4.1 Métodos de digestao assistidos por radiagdao micro-ondas

Dentre os métodos ja utilizados para o preparo de amostras farmacéuticas,
cabe destacar a MAWD e a MIC, os quais utilizam a radiagdo micro-ondas como forma
de aquecimento. No método de MAWD, a amostra é digerida pela agdo de reagentes
oxidantes, permitindo na maioria das vezes, a eliminacdo da matriz organica e a
solubilizacdo das impurezas elementares. Ja no método de MIC, na presenga de uma
atmosfera de natureza oxidativa (geralmente O2) a matriz orgénica da amostra é
convertida, principalmente, em CO2 e H20.3* Para esses métodos s&o utilizados
sistemas de forno micro-ondas que permitem o uso de temperaturas e pressodes de
280 °C e 80 bar, respectivamente.*® Nessas condigbes, a massa de amostra utilizada
é limitada, em funcdo do tamanho e resisténcia do frasco utilizado.3%47

Como alternativa para amostras de dificil digestdo, tem sido empregado fornos
de micro-ondas capazes de operar em temperaturas e pressées na ordem de 300 °C
e 199 bar, respectivamente.*® Este sistema de digestdo por via Uumida permite o
aquecimento através de radiagdo micro-ondas em uma camara unica de reagao
fechada (MAWD-SRC). A cadmara por sua vez, € pressurizada com um gas inerte, onde

devem ser adicionados agua e acido nitrico, ou outros reagentes que serao
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responsaveis pela absor¢do das micro-ondas, em conjunto com os frascos que
contém as amostras.3+48

Embora o uso de métodos empregando radiagdo micro-ondas tem sido
amplamente empregados no preparo de amostras, algumas desvantagens sao
inerentes a eles, tais como o uso de fornos com custo elevado, treinamento e
experiéncia do analista, consumo relativamente alto de reagentes o que contribui para

a geracgao de residuos e massa de amostra limitada para sistemas fechados.

2.4.2 Métodos de extracao

Atualmente, existe um crescente interesse pelo desenvolvimento de métodos
de preparo de amostra que priorizem a miniaturizagcdo e que atendam aos principios
da quimica analitica verde.*%%° Nesse contexto, o uso de métodos de extracao tem se
destacado, na maioria das vezes, por serem empregados para a posterior
determinacédo de compostos organicos e também para a analise de especiacao
quimica. No entanto, métodos de extracdo também podem ser aplicados para a
posterior determinacdo de impurezas elementares em uma ampla variedade de
amostras,®0:51:52.53.54 dentre os quais se pode destacar a microextragéo liquido-liquido
dispersiva (DLLME) e mais recentemente, a microextracao liquido-liquido dispersiva
em fase reversa (RP-DLLME)."819:50,55,56,57

A DLLME é um método de microextracdo, sendo descrito na literatura com
ampla aplicagdo em amostras bioldgicas, alimentos e agua.5%-%8:59.60.61 O procedimento
da DLLME consiste no uso de uma mistura adequada de dois solventes o extrator
(apolar, imiscivel em agua e tipicamente mais denso que a agua) e o dispersor (um
solvente organico miscivel em agua), sendo a mistura de solventes injetada sobre a
amostra (solugao aquosa) provocando de imediato, a turvagdo do meio (momento em
que ocorre a extragao). Em seguida, a disperséo é separada mediante a uma etapa
de centrifugacao, favorecendo o processo de sedimentagao da fase organica extratora
gue possui o analito extraido.#°:56.60

Os solventes extratores mais comuns s&o os organoclorados, destacando-se o
clorobenzeno, tetracloreto de carbono e cloroférmio, enquanto que os solventes
dispersores mais comuns sdo a acetona, o metanol, o etanol e a acetonitrila. Cabe
destacar que a formagao de uma grande area superficial entre o solvente de extragao

e a fase aquosa, possibilita a rapida transferéncia dos analitos da fase aquosa para a
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fase extratora. 49562 A DLLME tem como vantagens, baixo custo, simplicidade
operacional, suscetivel a miniaturizacdo e rapidez. Diante disso, os aspectos
negativos da DLLME estdo relacionados com o uso de solventes orgéanicos
potencialmente toxicos para os procedimentos de extragdo, o que nao atende aos
principios da quimica analitica verde. E também, a incompatibilidade com as técnicas
de ICP-OES e ICP-MS, uma vez que, a solucao final, a qual contém os analitos, &

orgéanica.49.63

2.4.2.1 Microextrag&o liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME)

A microextracao liquido-liquido dispersiva em fase reversa diferencia-se do
método da DLLME, justamente porque os analitos sdo extraidos de uma amostra de
matriz oleosa (organica) e um solvente extrator é usado, sendo geralmente uma
solucao aquosa. Esse principio de extragdo possibilita uma grande aplicagao, pois os
analitos que estao presentes na fase apolar (organica) sao extraidos para a fase polar
(aquosa), e a extragao é feita de acordo com a seletividade baseada na polaridade do
meio_20,21,45

No método da RP-DLLME, uma mistura de solventes (dispersor e extrator) é
empregada para promover a extracao dos analitos para a fase aquosa. Na RP-
DLLME, um solvente organico é utilizado como dispersor tendo como caracteristica
seu baixo peso molecular e um carater anfifilico capaz de garantir a sua miscibilidade
tanto na amostra organica quanto no meio extrator aquoso. Entre os solventes
dispersores utilizados destacam-se o isopropanol, n-propanol, etanol e o metanol. Por
outro lado, o solvente extrator € uma solugdo aquosa preparada a partir de uma
solugdo &cida diluida (normalmente o HNO3) ou ainda, apenas &agua.'®% O

procedimento geral utilizado em procedimentos da RP-DLLME é ilustrado na Figura
1_18,19
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Figura 1 — Procedimento geral para o método da RP-DLLME.

-

- -»' = :E}; >

Amostra Aquecimento Adic¢do dos Agitacdo Centrifugacio Separacio Extracio da
(organica) solventes dispersor (formagio de das fases fase aquosa
e extrator microgoticulas)

-

O uso da RP-DLLME apresenta diversas vantagens, como um alto fator de pré-
concentragao dos analitos, mesmo sendo um método simples, rapido e facil, capaz de
transferir os analitos de uma matriz oleosa para uma fase aquosa por meio do uso de
um baixo volume de solventes. Além disso, apresenta uma eficiéncia de extracao
elevada e baixo custo associado a instrumentagao. A RP-DLLME é considerado ainda,
um método recente e que ja foi aplicado para algumas amostras oleosas, embora nao
tenha sido para amostras de origem farmacéutica. Na Tabela 3, sdo mostradas as
amostras ja aplicadas utilizando o método da RP-DLLME e posterior determinagéo

elementar por diferentes técnicas analiticas.!819.64
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Tabela 3 — Métodos de extracao desenvolvidos utilizando a RP-DLLME para diferentes amostras oleosas, visando a determinacao
elementar empregando distintas técnicas de determinacao.

Amostra Elementos amszz?rg(zg) Mistura de solventes (dispersor e extrator) Determinagdo Referéncia

Biodiesel Cr,Cue Ni 3,5 400 yL de isopropanol e 100 uL de HNOs3 5% (v/v) GF AAS 65

Biodiesel Ca, K, Mg e Na 10,0 650 pL de isopropanol e 350 uL de 1 mol L™ F AAS 20

HNO3
Biodiesel Ca, K, Mg e Na 3,0 585 uL de isopropanol e 195 yL HNO3 5% (v/v) F AAS 66
Gordura vegetal hidrogenada Ni 50 700 pL de n-propanol e 300 yL de 2 mol L"HNO3  F AAS 19
GF AAS

Oleo comestivel CdePb 10,0 300 pL de isopropanol e HNO3 3% (v/v) (1:4) ET AAS 45

Oleo de peixe Cd,Fe, Mn,Ni,Pbe 10,0 700 L de n-propanol e 300 yL de 2 mol L"HNO3  ICP-OES 18
Zn

Oleo de peixe e manteiga CdeZn 2,0 750 pL de DES e 400 pL de HNO3 3% (v/v) F AAS 67

Oleo de peixe e oliva Cd 3,0 300 pL de n-propanol e 150 pL de agua SQT-F AAS 21

Oleo diesel Al, Cd, Cu, Fe, Mn, 8,5 700 pL de isopropanol e 300 uL de 2 mol L-" de ICP-OES 68
Ni e Zn HNOs3 (v/v)

Oleos vegetais Fe, Mg e Zn 50 500 pL de isopropanol e 500 pL de HNO3 1% (v/iv) F AAS 69

DES: Solvente eutético profundo, do inglés, deep eutectic solvente; ET AAS: Espectrometria de absor¢gdo atbmica com atomizagéo eletrotérmica; F AAS:
Espectrometria de absorgao atdmica com chama; ICP-OES: Espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado; GF AAS: Espectrometria
de absorcao atébmica com forno de grafite; SQT-F AAS: Espectrometria de absor¢édo atdbmica com chama utilizando um sistema de tubo de quartzo com fenda.
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Como pode ser observado na Tabela 3, poucos sdo os artigos publicados
empregando o método da RP-DLLME, uma vez que, suas pesquisas na area ainda
precisam ser exploradas. Além disso, amostras farmacéuticas nao foram utilizadas em
meétodos envolvendo a RP-DLLME, até o momento. E geralmente, quando a RP-
DLLME foi usada, esteve combinada com a técnica de determinacédo por F AAS ou
ICP-OES. Ainda, € importante destacar que, nenhum estudo foi reportado utilizando a
técnica de ICP-MS.

25 DETERMINAQAO DE IMPUREZAS ELEMENTARES EM EXCIPIENTES
FARMACEUTICOS

Dentre as técnicas analiticas utilizadas para a determinacdo de impurezas
elementares em produtos farmacéuticos, pode-se citar a GF AAS’®, F AAS'™®, ICP-
OESM:3570.71 " |CP-MS817.3541.70.72 gcoplado a ETV'3, LA™ ou a CVG®'2, Porém, as
técnicas de determinagdo com capacidade multielementar tem sido utilizadas com

maior frequéncia pela industria farmacéutica.

2.5.1 Técnicas para determinagao multielementar: ICP-OES e ICP-MS

As técnicas com plasma (ICP-OES e ICP-MS) se destacam, uma vez que,
possuem capacidade de detecgdo multielementar, seletividade elevada, faixa linear
ampla, bem como limites de detecgéo e quantificagdo baixos.*°34 A técnica de ICP-
OES tem como principio a emissao da radiagao eletromagnética pelos atomos ou ions
gerados e excitados no plasma. A técnica de ICP-MS, por sua vez, se baseia na
separagao de acordo com a relagdo massa-carga (m/z), dos ions que séo formados
no plasma.

Quando comparadas, as técnicas de ICP-OES e ICP-MS os LOQs da técnica
de ICP-MS sao menores, o que a torna uma técnica adequada a quantificagcdo de
impurezas elementares de maior toxicidade, geralmente presentes em concentragoes
baixas (As, Cd, Pb e outros).'>'” Por outro lado, a técnica de ICP-OES possibilita
maior versatilidade e aplicacdo para a determinacdo de elementos presentes em
concentragdes mais elevadas na maioria das amostras (Ca, Mg, Na e P).”374

Alguns estudos tém mostrado problemas na etapa de determinagao por ICP-
OES e ICP-MS, principalmente devido as interferéncias que os elementos podem



31

sofrer durante a introducdo e o transporte da amostra até o detector. Além disso,
ambas as técnicas estado suscetiveis a interferéncias causadas por solugdes muito
acidas ou com teores de carbono elevados, sendo na maioria das vezes necessario
uma etapa de diluicdo prévia das amostras para minimizar estes efeitos.”>76.77

Com relacéo as interferéncias causadas pelo uso de solu¢des acidas, alguns
estudos tém relatado problemas. Os acidos s&o responsaveis por modificar algumas
propriedades fisicas, como por exemplo, a tensado superficial, densidade e
viscosidade, além de causar o aumento da volatilidade de alguns elementos, como o
Hg. Assim, elementos volateis podem permanecer no sistema de nebulizagéo
resultando em efeitos de memdria durante a etapa de medida. Nesses casos, 0 uso
de longos periodos de lavagem do sistema entre as medidas das amostras pode ser
necessario, ou ainda o uso de um sistema de geragao de vapor frio pode ser uma
alternativa a ser adotada.® 1234

Além das interferéncias oriundas do efeito da concentracéo do acido, o teor de
carbono em solugdo também pode ocasionar interferéncias (espectrais € nao
espectrais) na determinacao por ICP-OES e ICP-MS. As interferéncias nao espectrais
causadas pelo efeito do teor de carbono em solugdo sao decorrentes, principalmente,
dos depdsitos de carbono na interface e das mudancgas nas propriedades fisico-
quimicas das solugcdes a serem determinadas, tais como a viscosidade, tenséo
superficial, densidade e mudangas nas condi¢cdes do plasma (atomizagao, excitagao
e ionizacao). Além dessas, as interferéncias espectrais, como a sobreposi¢do de
linhas de emissao de espécies atdbmicas ou moleculares e alteracdes na linha base
podem afetar a determinagao por ICP-OES. Enquanto que para a técnica de ICP-MS,
podem ser observadas interferéncias espectrais como as decorrentes da formacao de
ions poliatdmicos, ions de carga dupla, hidroxidos e interferéncias isobaricas.®””

Cabe destacar ainda, que em um estudo prévio’’ utilizando como fonte de
carbono solugdes de referéncia preparadas a partir de glicerol, acido citrico, citrato de
potassio e carbonato de amoénio, foi verificado que em concentragcdes iguais ou
superiores a 5000 mg L' de carbono, ocorreu o aumento da intensidade relativa do
sinal superior a 4% para os isétopos "°As, '97Au, 2%?Hg, 3'P, 8°Se e '?8Te. Além disso,
nesse mesmo estudo’’ foram observadas supressdes nas intensidades relativas dos
sinais ao utilizar concentragdes de carbono iguais ou superiores a 30000 mg L-! para
os isétopos ''B,"*®Ba, °Be, "*Cd, *°Co, "°In, 1*1Ir, Mo, *>Mn, '890s, 208Pb, 195Pd, 195pt,

85RD, 4°Sc, 238U, 182\ e 64Zn.”” Em um outro estudo'?, onde a fonte de carbono foi a
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partir do acido citrico, os autores reportam um aumento na intensidade relativa do
sinal de 25% para "As ao utilizar solugdes de carbono superiores a 500 mg L', e para
solugdes de carbono superiores a 1000 mg L-' um aumento na intensidade relativa do
sinal de 17% para Ni. Dessa forma, é de grande importancia a avaliagdo das
possiveis interferéncias durante a etapa de determinagdo em técnicas de deteccdo

com plasma indutivamente acoplado, a fim de evitar resultados ndo quantitativos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo serdo apresentados a instrumentagdo, materiais, reagentes e
as amostras utilizadas para o desenvolvimento deste estudo. Além disso, também
serdo apresentados os procedimentos, bem como o0s parametros avaliados na
otimizagdo do método de preparo de amostras avaliado empregando a RP-DLLME
para a posterior determinagcdo dos elementos das classes 1 e 2A em excipientes

farmacéuticos oleosos.
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3.1 INSTRUMENTAGCAO

Para o procedimento da RP-DLLME, foi utilizado um banho (modelo TI-H 10,
Elmasonic, Alemanha) com capacidade de 9 L e ajuste de temperatura variavel (até
85 °C). Para a etapa de separacéo, foi utilizada uma centrifuga (modelo Q-222T208,
Quimis, Brasil) com capacidade maxima de 8 tubos de 15 mL. Foi avaliada a agitagéo
em banho de ultrassom, com frequéncia de 37 kHz, amplitude variavel (até 100%) e
poténcia de 330 W (modelo P 120 H, Elmasonic, Alemanha). Além do ultrassom, foi
utilizado uma incubadora do tipo shaker com agitagao orbital (modelo TE-420, Tecnal)
e um agitador multiplataformas também conhecido por vértex, que opera na faixa de
300 a 3000 rpm (modelo K40-10208, Kasvi).

Quanto aos procedimentos de pesagens, foi utilizado uma balanga analitica
(modelo AY220, Shimadzu, Brasil) com resolucédo de 0,0001 g e capacidade maxima
de 220 g. Para a coleta da fase aquosa apos a extragdo, foi utilizado uma
microsseringa de 1,0 mL (modelo 1001.25 LTN Agulha fixa — Ponta Estilo 3, Hamilton,
Estados Unidos). Quanto ao manuseio dos solventes e preparo de solugbes de
referéncia, foram utilizados micropipetadores automaticos (Eppendorf®, Hamburg,
Alemanha), com volumes variaveis entre 10-100, 100-1000 e 1000-5000 uL.

Para a comparacédo dos resultados obtidos por RP-DLLME, as amostras de
excipientes farmacéuticos oleosos foram digeridas por meio do método de MAWD-
SRC (modelo UltraWave®, Milestone, Italia). O sistema é equipado com 5 frascos de
quartzo com capacidade individual de 40 mL e por uma cavidade com capacidade de
1 L feita de ago inoxidavel e coberta com um recipiente de politetrafluoretileno (PTFE).
Esta cavidade € selada e pressurizada com 40 bar de gas arg6nio, antes de iniciar o
programa de aquecimento. As condi¢des maximas de temperatura, pressao e poténcia
de 300 °C, 199 bar e 1500 W, respectivamente.

Para a determinagao de As, Cd, Pb, Co, Ni e V foi utilizado um espectrémetro
de massa com plasma indutivamente acoplado (modelo Elan DRCII®, Perkin-Elmer-
SCIEX, Canada) equipado com um nebulizador pneumatico (modelo TQ-30-A3,
Meinhard, Estados Unidos) e cadmara de nebulizagao ciclénica (Glass Expansion,
Australia). A determinagao de Hg foi feita por CVG acoplado a ICP-MS. O sistema de
geracao de vapor frio foi desenvolvido no Laboratério de Analises Quimicas Industriais
e Ambientais (LAQIA) da UFSM, conforme descrito previamente.”®
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Para a determinacao de carbono nas solugdes obtidas apés a RP-DLLME, foi
utilizado um espectrdbmetro de emissao oOptica com plasma indutivamente acoplado
com vista axial (modelo Ciros CCD®, Spectro Analytical Instruments, Alemanha). O
espectrometro € equipado com um nebulizador de fluxo cruzado (cross flow), uma
camara de nebulizagao duplo passo (tipo Scott), tocha e injetor de quartzo. Além disso,
0 gerador de radiofrequéncia possui uma poténcia de 1400 W com vazdes de gas
argodnio principal, auxiliar e nebulizagéo, respectivamente de 15,0, 1,0 e 1,00 L min".
Foram utilizadas as linhas de emissao 193,030 nm e 371,029 nm para a determinacéao
de C e Y, respectivamente. Além da faixa espectral da regido do visivel, o sistema
optico do equipamento é selado e purgado com gas argonio.

Para o estudo das interferéncias de carbono por ICP-OES, foram utilizadas
todas as linhas de emissao disponiveis no equipamento para os elementos avaliados,
sendo para As (189,042, 193,759, 197,262 e 228,812 nm), Cd (214,438, 226,502,
228,802 e 361,051 nm), Pb (167,153, 168,215, 172,680, 220,353, 261,418, 283,305 e
405,778 nm), Co (228,616, 230, 786, 237,862 e 238,892 nm), Ni (174,828, 221,648,
227,021, 231,604, 232,003, 300,249 e 341,476 nm) e V (292,402, 292,464, 309,311 e
311,071 nm). Enquanto que para os estudos das interferéncias de carbono por ICP-
MS e CVG-ICP-MS, todos os is6topos avaliados estdo apresentados na Tabela 4.
Ademais, também estdo apresentadas na Tabela 4, as condi¢gdes operacionais
adotadas para a determinacao das impurezas elementares nas solug¢des obtidas apos

o0 método proposto e o0 método de referéncia.

Tabela 4 - Condigbes operacionais adotadas para a determinagao de As, Cd, Pb, Co,
Ni e V por ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS.

Parametro ICP-MS CVG-ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia, W 1300 1300
Vazao de argdnio principal, L min-! 15,0 15,0
Vazao de argonio auxiliar, L min- 1,2 1,2
Vazao de argonio nebulizador, L min-! 1,05 1,05
Isétopos, m/z Isétopos, m/z

75As, MCd, 14Cd, 59Co, ©Ni, 62Ni, 200Hg e 202Hg
207pp, 208Pp g 51V

Para a analise estatistica dos resultados, foi utilizado o software GraphPad

InStat versédo 3.0, 1997 (GraphPad InStat Software, Estados Unidos).-Para isso, foram
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aplicados os testes t de student ou analise de varidancia ANOVA, ambos com nivel de
confianca de 95%, a fim de comparar as médias. Além disso, foi feita a avaliagao das
condigdes utilizadas pelos métodos da RP-DLLME e MAWD-SRC de acordo com os
12 principios da quimica analitica verde. Para isso, foi utilizado o software AGREE
(Analytical GREEnness Metric), uma ferramenta recente que permite avaliar métodos
analiticos desde a coleta da amostra até a determinagdo dos analitos, incluindo as

etapas de preparo de amostra e o descarte de residuos gerados.”®

3.2 REAGENTES, MATERIAIS E SOLUCOES DE REFERENCIA

A agua utilizada em todos os experimentos foi, previamente, destilada e
desionizada em uma coluna de troca ibnica convencional e purificada em um sistema
Milli-Q® (modelo Milli-Q®, Millipore, Estados Unidos), apresentando maxima
resistividade final de 18,2 MQ cm' e condutividade de 0,6 uS cm'. O HNOz P.A (65%,
Merck, Brasil) utilizado nos métodos da MAWD-SRC e da RP-DLLME, bem como o
HCI P.A (37%, Merck, Brasil) utilizado no método da RP-DLLME foram previamente
destilados em um sistema de destilagdo sub-boiling (modelo duoPUR® 2.01E,
Milestone, Italia). Para a realizagdo da descontaminagdo dos materiais empregados
em todas as etapas dos procedimentos, foi usado o HNO3 (concentrado ou uma
solugao 5%, v/v).

Para a determinacgao de As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni e V por ICP-MS foram utilizadas
solugdes de calibragdo (0,025 a 5 ug L', em HNO3 5% v/v) que foram preparadas a
partir de sucessivas diluicbes de uma solugdo de referéncia multielementar na
concentragédo de 10 mg L-' (SCP33MS, PlasmaCAL, Canada). Quanto a determinacgao
de Hg por CVG-ICP-MS, foram utilizadas solugdes de calibragdo (0,025 a5 ug L, em
HNO3 5% v/v) que foram preparadas mediante a sucessivas diluicbes de uma solugao
de referéncia monoelementar na concentragdo de 1000 mg L' (Hg, Merck 1V,
Alemanha). Além disso, foram preparadas solu¢des de NaBH4 0,05% (99,5%, Vetec,
Brasil) em NaOH 0,1% (97%, Vetec, Brasil) e HCI 1,0 mol L.

Para a determinacao de carbono por ICP-OES nas solucdes finais obtidas apos
a RP-DLLME, as solugdes de calibragdo (10 a 500 mg L', em HNO3 5% v/v) foram
preparadas a partir da diluicdo sucessiva de uma solugdo na concentracdo de 10000
mg L' de carbono, obtida por meio da dissolugdo de &cido citrico P.A (Merck,

Alemanha) em HNO3 5% (v/v). itrio foi utilizado como padr&o interno na determinagéo
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de carbono, sendo adicionado a partir de uma solugao de referéncia monoelementar
na concentragédo de 1000 mg L' (Spex, Estados Unidos). Tanto as amostras e brancos
como as solugbes de calibracdo, foram preparadas em HNOs 5% (v/v), sendo
adicionada 10 L da solugdo contendo 1,0 mg L' de itrio. Previamente a etapa de
determinacdo, as amostras ja diluidas, brancos e solu¢des de calibracdo foram
purgadas com gas argonio em um fluxo de 0,1 L min-' durante 2 min, para a eliminagdo
de possiveis vestigios de CO2. Ao término do tempo de purga, foram feitas as
determinacdes de carbono por ICP-OES. Os valores obtidos foram expressos em
solucéo, considerando o fator de diluicao das leituras.

Argbnio de elevada pureza (pureza de 99,998%, White Martins, Brasil) foi
utilizado para a geragao do plasma dos espectrémetros de ICP-MS e ICP-OES, sendo
o0 mesmo tambeém utilizado como gas principal, auxiliar e de nebulizagcdo. E também,
foi utilizado argénio (pureza de 99,5%, White Martins, Brasil) para a pressurizagéo da
cavidade do sistema de micro-ondas empregado na MAWD-SRC.

Quanto ao método da RP-DLLME, foram utilizados os seguintes solventes
como dispersores: metanol (99,8%, d = 0,792 g mL-', Merck, Alemanha), etanol
(99,9%, d = 0,788 g mL"", Vetec, Brasil), isopropanol (99,5%, d = 0,786 g mL-", Vetec,
Brasil) e n-propanol (99,5%, d = 0,803 g mL-"!, Vetec, Brasil). Além disso, foi utilizado
tolueno (99,9%, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para a diluigdo das solugbes de
referéncia monoelementares orgéanicas de As, Hg e Co.

Uma solucao de referéncia multielementar em matriz oleosa (VHG-V21+K,
LGC, Estados Unidos) na concentragdo de 50 ug g™' contendo Cd, Ni, Pb e V e trés
solugdes de referéncia monoelementares em matriz oleosa de As (1000 ug g™!, VHG-
OAS-1000, LGC, Estados Unidos), Co (1000 ug g, VHG-OCO-1000, LGC, Estados
Unidos) e Hg (100 ug g', OMHG100, SpecSol, Brasil), foram utilizadas para os
experimentos de adicdo de analito durante a otimizagc&do e avaliagao da exatidao do
método da RP-DLLME.

Foram também utilizados, tubos de polipropileno com tampa e capacidade
maxima de 15 e 50 mL (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha).

3.3 AMOSTRAS

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas cinco amostras de

excipientes farmacéuticos oleosos obtidos em mercado local. As amostras foram
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arbitrariamente nomeadas como "A" (6leo de milho), "B" (6leo de ricino), "C" (6leo de
soja), "D" (6leo de soja) e "E" (6leo de soja). A amostra "A" foi usada para o
desenvolvimento do método proposto da RP-DLLME. Para os procedimentos da RP-
DLLME e MAWD-SRC, previamente a avaliagdo de todos os procedimentos, cada

amostra foi homogeneizada durante 5 min de agitagdo manual.

3.4 METODOS DE  PREPARO DE AMOSTRA PARA A POSTERIOR
DETERMINACAO DE IMPUREZAS ELEMENTARES EM AMOSTRAS DE
EXCIPIENTES FARMACEUTICOS OLEOSOS

Neste estudo, um método de preparo de amostra foi desenvolvido empregando
a RP-DLLME para a posterior determinagado dos elementos das classes 1 e 2A em
excipientes farmacéuticos oleosos. Como método de referéncia foi utilizado a MAWD-

SRC. Os procedimentos utilizados para cada método seréao descritos a seguir.

3.4.1 Digestao por via umida assistida por radiagao micro-ondas em sistema de

camara unica de reacao (MAWD-SRC)

O procedimento de digestdo de excipientes farmacéuticos oleosos por MAWD-
SRC foi adaptado de condi¢des experimentais utilizadas em estudos prévios.'?8 O
método da MAWD-SRC foi usado para a obtencao dos valores de referéncia para As,
Cd, Hg, Pb, Co, Ni e V para fins de comparagao aos valores obtidos pelo método de
preparo de amostra desenvolvido. Além disso, foi utilizada para a digestdo das
solugdes de referéncia organica multielementar (Cd, Pb, Ni e V) e monoelementares
(As, Hg e Co).

Para a digestdo das amostras por MAWD-SRC, aproximadamente 0,4 g de
amostra foram pesados diretamente no interior dos frascos de quartzo com o auxilio
de uma seringa e foi feita a adigdo de 6 mL de HNO3 concentrado. Apds, o rotor com
os frascos foi inserido em um compartimento apropriado no forno de micro-ondas, que
por sua vez, ja possuia um copo reacional, o qual estava preenchido com uma solugao
composta por 130 mL de agua e 5 mL de HNO3 concentrado. Em seguida, a cavidade
do forno micro-ondas foi fechada e pressurizada com gas argbénio até 40 bar. O
programa de aquecimento utilizado foi o seguinte: i) rampa de 15 min até 250 °C; ii)

permanéncia por 15 min a 250 °C. Apés o resfriamento (65 °C), o sistema de camara
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unica de reacao (SRC) foi despressurizado, os digeridos foram coletados e diluidos
para 25 mL com agua, para a posterior determinagéo de As, Cd, Pb, Co, Ni e V por
ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS. Apds a digestdo da amostra, os frascos de quartzo
foram descontaminados com 6 mL de HNO3s concentrado e o seguinte programa de
aquecimento foi utilizado: i) rampa de 10 min até 250 °C; ji) permanéncia por 15 min
a 250 °C; e iii) resfriamento até atingir 65 °C. Posteriormente, os frascos foram lavados

com agua e secos com ar comprimido.

3.4.2 Microextragao liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME)

Estudos iniciais para o método da RP-DLLME foram feitos com base em dois
trabalhos prévios reportados na literatura, dos quais foram feitas algumas adaptacoes.
O primeiro trabalho empregado para a extracdo de metais alcalinos e alcalinos-
terrosos em amostras de biodiesel, enquanto que o segundo trabalho foi utilizado para
a extragdo de Cd, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn em amostras de dleo de peixe.820

Dessa forma, aproximadamente 5 g de excipiente farmacéutico oleoso foram
pesadas diretamente em frascos de polipropileno com capacidade maxima de 15 mL
e com tampa. Em seguida, os frascos contendo a amostra foram aquecidos em banho
de agua quente sob temperatura controlada a 85 °C. Apds, com o uso de um
micropipetador, foi feita a adicdo de 1,0 mL da mistura dos solventes dispersor
(isopropanol) e do extrator (1,0 mol L' de HNO3) utilizando a proporgao dos solventes
dispersor:extrator de 65:35% (v/v). Na sequéncia, a mistura foi entdo agitada
manualmente por 1,0 min e centrifugada durante 15 min sob temperatura ambiente a
3450 rpm para a separagao das fases. Em seguida, a fase aquosa (sedimentada) foi
recolhida utilizando uma microsseringa, sendo a mesma transferida para outro frasco
de polipropileno com capacidade maxima de 15 mL e avolumado a 10 mL com agua.
Todas as etapas envolvidas no método da RP-DLLME estao apresentadas na Figura
2.
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Figura 2 — Etapas envolvidas no método da RP-DLLME: 1) pesagem da amostra; 2)
aquecimento; 3) adicdo da mistura dos solventes dispersor e extrator; 4)
agitacdo; 5) centrifugacdo e consequente separagao das fases (organica
€ aquosa); 6) coleta da fase aquosa; 7) solucgéo final (10 mL).
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recuperacdo com adigdo de 1,0 ug g™' de As, Cd, Hg, Pb, Co, Nie V utilizando solugbes
de referéncia em matriz organica (como descrito na sessdo 3.2 dos Materiais e
Meétodos). A amostra “A” foi usada para todas as avaliagbes dos parametros

experimentais do método proposto. Para o desenvolvimento do método da RP-DLLME
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e posterior determinacdo dos elementos das classes 1 e 2A em excipientes
farmacéuticos oleosos por ICP-MS, foram avaliados os seguintes parametros
experimentais: i) tipo de solvente dispersor (metanol, etanol, isopropanol e n-
propanol); /i) propor¢ado da mistura dos solventes dispersor e extrator (65:35, 50:50,
35:65 e 15:85% vlv, respectivamente); iii) tipo e concentragdo do solvente extrator
(0,5, 1,0, 2,0 e 3,0 mol L' de HNOs3, agua); iv) volume total da solugdo de extragéo
(1,0, 1,5 e 2,0 mL); v) massa de excipiente farmacéutico oleoso (5, 7,5 e 10 g); vi)
temperatura (65, 75 e 85 °C) de aquecimento; vii) tempo de centrifugagéo (5, 10, 15 e
30 min de centrifugacdo e também sem centrifugacéo); e vii)) tipo de agitacéo
(ultrassom, orbital, vortex e manual) e tempo de agitagéo (0,5, 1,0 e 2,0 min).

Além dos parametros e suas condi¢cdes experimentais mencionadas, para Hg,
foram feitos experimentos adicionais para avaliar o HCI como solvente extrator, sendo
avaliado a concentragdo de HCI (2, 4, 6, 8 e 10 mol L"). Apds a otimizagdo das
condicdes, o método da RP-DLLME foi aplicado para a extragao de As, Cd, Pb, Co,
Ni e V e posterior determinagao por ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS em outras quatro

amostras de excipientes farmacéuticos oleosos ("B", "C", "D" e "E").

3.5 AVALIACAO DE INTERFERENCIAS DE CARBONO NA DETERMINACAO DE
IMPUREZAS ELEMENTARES POR ICP-OES, ICP-MS E CVG-ICP-MS

A avaliacdo do efeito da concentragdo de carbono foi investigada na
determinacdo de As, Cd, Pb, Co, Ni e V por ICP-OES. Nesse estudo, foram
preparadas solugdes de referéncia contendo 20 ou 50 ug L' de As, Cd, Pb, Co, Ni e
V sem e com a adi¢&o de carbono nas concentragdes de 25, 50, 100, 250, 500 e 1000
mg L' em HNO3 5% (v/v). Foi utilizado como fonte de carbono o n-propanol, usado
como solvente dispersor no método de RP-DLLME. Esse estudo foi desenvolvido
utilizando as mesmas condicdes experimentais do ICP-OES apresentadas na sessao
3.1 (Materiais e Métodos).

Posteriormente, o efeito da concentragao de carbono foi investigado durante a
determinacao de As, Cd, Pb, Co, Ni e V por ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS. Para esse
estudo, n-propanol também foi usado como fonte de carbono. As solugdes de
referéncia foram preparadas com 0,1, 0,5, 1,0 e 2,5 ug L' de As, Cd, Pb, Co, Nie V,
e carbono nas concentragdes de 25, 50, 100, 250 e 500 mg L' em HNO3 5% (v/v).

Além disso, foram preparadas solugdes de referéncia contendo 1,0 ug L' de Hg sem
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e com adigao de carbono nas concentragdes de 25 até 500 mg L' em HNO3 5% (v/v),
para a posterior avaliagdo da interferéncia de carbono por CVG-ICP-MS. Esses
estudos foram feitos usando as mesmas condigbes experimentais dos equipamentos
de ICP-MS e CVG-ICP-MS apresentadas na sessao 3.1 (Materiais e Métodos).

3.6 VALIDAGAO DO METODO DE EXTRAGAO E DETERMINAGCAO DE IMPUREZAS
ELEMENTARES POR ICP-MS

A validagdo do método da RP-DLLME foi conduzida de acordo com as
recomendagdes da Eurachem.8! Para isso, os seguintes parametros foram avaliados:
linearidade, precisao (intermediaria e repetibilidade), robustez, exatiddao, LOD e LOQ.

Alinearidade foi avaliada usando o coeficiente de determinagao (R?) das curvas
analiticas obtidas por ICP-MS, sendo o valor minimo aceitavel para o R? de 0,9995. A
precisao foi estimada com base no desvio padréo relativo obtido pela analise da
amostra “A” em cinco dias diferentes em triplicata. Para isso, foi feita a adicdo de 1,0
ug g™ de todos os analitos utilizando as condiges otimizadas para o método proposto.
A robustez foi investigada usando a amostra “A” e adicionando 1,0 ug g-! de todos os
analitos. Assim, foram feitas variagoes de 20%3 (para mais e para menos) nas
condi¢cdes experimentais otimizadas dos seguintes parametros: propor¢cao da mistura
dos solventes dispersor e extrator, concentracdo do solvente extrator, volume total da
mistura dos solventes, massa de amostra e tempo de centrifugacao.

A fim de avaliar a exatidao do método desenvolvido, foi feita a comparacao dos
resultados obtidos por RP-DLLME e MAWD-SRC. Além disso, a exatidao foi também
avaliada apos a otimizagcao do método da RP-DLLME, por ensaios de recuperagao
com adicdo de analito em diferentes niveis de concentracao utilizando solugdes de
referéncia organica e também, conforme as recomendagdes do ICH Q3D. Os ensaios
de recuperacgao foram feitos utilizando a amostra “A” adicionando As, Cd, Hg, Pb, Co,
Ni e V na concentragdo maxima permitida em ug g-! de acordo com as recomendagées
previstas pelo ICH Q3D para a via de administracado parental. Assim, a concentracao
dos elementos foi calculada da seguinte forma: C = EDP / dose diaria do medicamento
(C = concentragdo do elemento, em ug g'; EDP = exposicdo diaria permitida do
elemento, em ug dia™'; dose diaria do medicamento = quantidade maxima do mesmo,
em g que pode ser ingerida por dia). Dessa forma, a exatidao foi avaliada por ensaios

de recuperagao utilizando como 10 g a (maior dosagem diaria de excipiente
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farmacéutico oleoso), adicionando as seguintes concentragdes para cada analito: As
(1,5 g g™), Cd (0,2 ug g), Hg (0,3 pg g™), Pb (0,5 ug g*) Co (0,5 ug g*), Ni (2,0 pg
g eV (1,0 ug g). Além disso, foram feitos ensaios de recuperagéo com a adigdo de
todos os analitos em diferentes niveis, a metade e o dobro dos valores recomendados
pelo ICH Q3D. Esses ensaios foram adaptados para reduzir a quantidade de
experimentos.

Por ultimo, os célculos dos LODs e LOQs (expressos em ug g') foram feitos
da seguinte forma: LOD = x + k.SD e LOQ = x + k.SD (x = a média do branco medido;
k = um fator numérico escolhido de acordo com o nivel de confianga desejado, que
era 3 para o LOD e 10 para o LOQ; SD = o desvio padrao do branco medido).8! Os
brancos da RP-DLLME foram preparados utilizando o mesmo procedimento e
reagentes conforme esta descrito na sessdo 3.4.2 (Materiais e Métodos). Para o
calculo dos LODs e LOQs, foram considerados a massa de amostra, o volume de
afericdo, bem como a diluicdo adequada para a medida por ICP-MS (RP-DLLME: 5 g
e 10 mL; MAWD-SRC: 0,4 g e 25 mL). Na Figura 3 é mostrado um esquema geral dos

parametros que foram avaliados no desenvolvimento desse estudo.



Figura 3 — Fluxograma dos procedimentos experimentais desenvolvidos neste estudo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo
do desenvolvimento do método de preparo de amostra proposto (RP-DLLME) para a
posterior determinagdo de As, Cd, Pb, Co, Ni e V em excipientes farmacéuticos
oleosos por ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS. Aléem disso, serdo apresentados o0s
resultados para os estudos de interferéncia de carbono na determinagdo dos analitos
por ICP-OES, ICP-MS e CVG-ICP-MS. Posteriormente, sera feita uma comparagao
das principais caracteristicas do método proposto e de referéncia de acordo com a

quimica analitica verde.
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4.1 METODO DE REFERENCIA: MAWD-SRC

Para a obtencgao de valores de referéncia para o desenvolvimento do método
proposto, as amostras de excipientes farmacéuticos oleosos foram digeridas por
MAWD-SRC e a determinacéo dos analitos foi feita por ICP-MS. Para o procedimento
de digestdo, aproximadamente 0,4 g foram pesados diretamente nos frascos de
quartzo com o auxilio de uma seringa e, foram adicionados 6 mL de HNO3 concentrado
sobre a amostra. Apés, os frascos foram fechados, posicionados no rotor e inseridos
na cavidade do forno de micro-ondas em sistema SRC. Foi aplicado o programa de
irradiacdo descrito no item 3.4.1 (Materiais e Meétodos). Apés o término do
aquecimento e resfriamento do sistema, os digeridos foram coletados em frascos de
polipropileno e diluidos com agua até 25 mL, sendo entdo, conduzidos para a etapa
de determinagdo.8%-82 Os resultados obtidos para As, Cd, Pb, Co, Nie V por ICP-MS e
Hg por CVG-ICP-MS estédo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados obtidos para As, Cd, Pb, Co, Ni e V por ICP-MS e Hg por CVG-
ICP-MS ap6s MAWD-SRC (média + desvio padréo, n=5)

Concentracgio, ug g

Elemento
B C D E

As <0,022* <0,022* 0,075+ 0,004 <0,022* 0,103 £ 0,005
Cd < 0,005* < 0,005* 0,067 £ 0,003 0,065+ 0,003 <0,005*

Hg <0,008* <0,008* 0,079+ 0,003 <0,008* 0,105 £ 0,005
Pb <0,075* 0,257 £ 0,009 <0,075* 0,445+ 0,019 0,463 + 0,022
Co < 0,004 < 0,004* <0,004* 0,072 £0,002 <0,004*

Ni < 0,035* 0,137 £ 0,006 < 0,035* <0,035* <0,035*

\Y <0,051* <0,051* <0,051* <0,051* <0,051*

* Resultados inferiores ao LOD.

De acordo com a Tabela 5, para a amostra "A" os resultados foram inferiores
aos LODs para todos os elementos. Em contrapartida, a amostra “E” foi a que
apresentou as maiores concentracdes de As e Pb. Além disso, apenas na amostra “B”
foi possivel a determinacao de Ni, e o mesmo foi observado para Co na amostra “D”.
Para o V, os resultados foram inferiores ao LOD para todas as amostras. Enquanto
que para Hg, apenas as amostras “C” e “E” tiveram resultados superiores ao LOD. E
importante salientar que as solugdes finais apresentaram aspecto limpido, sem a
presenca de residuos de amostra mal decomposta.
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Posteriormente, também foi feita a digestdo das solugbes de referéncia
multielementar em meio organico (Cd, Pb, Ni e V) e monoelementares (As, Hg e Co)
utilizadas para os ensaios de recuperagao durante a otimizacao do método da RP-
DLLME e na avaliagdo da exatiddo do mesmo. Quanto aos resultados obtidos para
As, Cd, Pb, Co, Ni e V por ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS, ndo foram observadas
diferengas estatisticas significativas entre os resultados obtidos (teste t-student, nivel
de confianga de 95%) e os valores certificados pelos fabricantes.

De acordo com o guia ICH Q3D, o desenvolvimento de métodos de preparo de
amostras devem ser feitos com ensaios de recuperacdo com adigdo de analito. Por
isso, a amostra "A" foi escolhida para a otimizacdo do método da RP-DLLME, pois

todos os analitos estdo abaixo dos LODs.*

4.2 METODO PROPOSTO: RP-DLLME

Inicialmente, foram adaptadas as condi¢cbes experimentais usadas em métodos
ja reportados na literatura, os quais utilizam a RP-DLLME para a extragao de Na, K,
Ca e Mg em biodiesel e Ni em gordura vegetal hidrogenada.'®?° Para o método
proposto neste estudo, aproximadamente 5 g de excipiente farmacéutico oleoso foram
pesados diretamente em frascos de polipropileno (15 mL). Em seguida, os frascos
contendo a amostra foram aquecidos em banho a 85 °C, foi adicionado 1,0 mL da
mistura dos solventes dispersor:extrator na propor¢cédo de 65:35% (v/v). Apos, a
mistura foi entdo agitada por 1,0 min e centrifugada durante 15 min (3450 rpm), sob
temperatura ambiente. Posteriormente, a fase aquosa foi coletada e transferida para
outro frasco de polipropileno (15 mL) e o volume foi completado até 10 mL com agua.

Para o desenvolvimento de um método eficiente empregando a RP-DLLME,
faz-se necessario a avaliacdo das condi¢cdes experimentais que afetam a extracdo das
impurezas elementares presentes em excipientes farmacéuticos oleosos. Para isso,
foram avaliados os seguintes parametros: tipo de solvente dispersor, propor¢cao da
mistura dos solventes dispersor e extrator, tipo e concentragao do solvente extrator,
volume total da solucao de extracdo, massa de amostra, temperatura de aquecimento,
tempo de centrifugagéo, tipo e tempo de agitagdo. A avaliagdo desses parametros foi
feita utilizando a amostra “A” com adigdo de 1,0 ug g' de As, Cd, Pb, Co, Nie V. Os
resultados obtidos nas avaliagbes envolvendo a determinagdo de Hg serao

apresentados posteriormente. Além disso, no método da RP-DLLME é utilizado como
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dispersor um solvente organico, sendo que o0 mesmo contribui para uma quantidade
relativamente alta de carbono nas solugdes finais. Por isso, foi feita a determinacao

de carbono, por ICP-OES nas solugdes obtidas nas otimizagées do método.

4.2.1 Avaliagao do tipo de solvente dispersor

O solvente dispersor foi avaliado utilizando diferentes alcoois. O objetivo dessa
avaliacao foi escolher o dispersor que promovesse uma rapida e eficiente interacéo
entre a amostra e o extrator. Para isso, foram avaliados estudos prévios reportados
na literatura para conhecer os solventes dispersores ja empregados nos
procedimentos da microextracdo. Além dos estudos prévios, foi considerada a
principal caracteristica que o dispersor deveria apresentar, sendo a miscibilidade tanto
na amostra organica quanto no solvente extrator, ocorrendo a dispersédo do solvente
extrator na amostra e consequente extragdo dos analitos.20:45.69

A fim de investigar a influéncia do solvente dispersor nas recuperagdes dos
analitos no método proposto, 0os seguintes solventes foram avaliados: metanol, etanol,
isopropanol e n-propanol. Os experimentos foram conduzidos usando 5 g de
excipiente farmacéutico oleoso "A" com adic¢édo de 1,0 ug g’ de As, Cd, Pb, Co, Ni e
V e subsequente aquecimento da amostra em banho a 85 °C. Apds, foi adicionada 1,0
mL da solucdo de extracdo composta por dispersor avaliado:HNO3z 1,0 mol L'
(proporgéo 65:35% vlv, respectivamente), seguido de 1,0 min de agitagcdo manual e
15 min de centrifugacdo. O procedimento experimental empregado esta descrito no
item 3.4.2 (Materiais e Métodos). As recuperagdes obtidas para As, Cd, Pb, Co, Ni e

V usando os solventes dispersores avaliados, estdo mostradas na Figura 4.
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Figura 4 — Avaliag&o do tipo de solvente dispersor utilizado no método de RP-DLLME.
Recuperagbes para (m) As, (m) Cd, (m) Pb, () Co, () Ni e (m) V.
Determinagéo dos analitos por ICP-MS (as barras representam a média +
RSD, n=5). Alinha tracejada representa recuperagao equivalente a 100%.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 4, foi possivel observar
que quando o metanol e o etanol foram utilizados, recuperagdes inferiores a 90%
foram obtidas para todos os analitos. Com o uso de isopropanol, recuperagdes de 90
a 93% foram obtidas para Cd, Pb e Ni, enquanto que para As, Co e V as recuperacoes
foram inferiores a 82%. Por outro lado, recuperacdes de 84 a 99% foram obtidas para
Cd, Pb, Co, Ni e V, com excecado de As (75%) ao utilizar o n-propanol como solvente
dispersor.

Além disso, a concentragdo de carbono presente nas solucdes finais foi
determinada por ICP-OES. Usando o metanol, etanol, isopropanol e n-propanol como
solventes dispersores, as concentracdes foram de 32,8, 37,6, 98,4 e 42,8 g L' de
carbono, respectivamente. Assim, n-propanol foi selecionado para a avaliacdo dos
proximos parametros, uma vez que as recuperacdes obtidas foram superiores e o

carbono presente nas solucgdes finais foi menor do que com o uso de isopropanol.

4.2.2 Avaliagao da proporgao da mistura dos solventes dispersor e extrator

A quantidade adicionada dos solventes dispersor e extrator é de grande

importancia para o processo de extracdo e pré-concentracdo dos analitos na RP-
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DLLME. E importante salientar que, um excesso ou falta dos solventes pode acarretar
na mudanga da solubilidade do solvente extrator na amostra, afetando a eficiéncia da
extragdo.'®?0 A fim de obter recuperagdes quantitativas para todos os analitos e
reduzir o carbono presente nas solugdes finais, foi investigado a proporgéo adequada
para a mistura dos solventes dispersor e extrator.

Dessa forma, no presente estudo foram avaliadas as propor¢des de 65:35,
50:50, 35:65 e 15:85% (v/v) de n-propanol:HNO3 1,0 mol L', respectivamente, usando
um volume total de 1,0 mL da solucédo de extragdo. Os experimentos foram feitos
utilizando 5 g de amostra de excipiente farmacéutico oleoso "A" com adi¢ao de 1,0 ug
g’ de As, Cd, Pb, Co, Ni e V, seguido do aquecimento a 85 °C. Apds o aquecimento,
foi feita a adicdo da solucéo de extragao e subsequente agitagdo manual durante 1
min e centrifugacédo de 15 min. As recuperagdes obtidas para As, Cd, Pb, Co, Nie V
usando as proporgdes dos solventes dispersor e extrator avaliadas estdo mostradas
na Figura 5.

Figura 5 — Avaliagdo da propor¢cdao da mistura dos solventes dispersor:extrator
utilizado no método de RP-DLLME. Recuperagdes para (=) As, (u) Cd, (m)
Pb, () Co, ( ) Ni e (m) V. Determinacao dos analitos por ICP-MS (as
barras representam a média + RSD, n= 5). A linha tracejada representa
recuperacgao equivalente a 100%.

mAs mCd mPb mCo Ni mV

100

(0]
o

[e2]
o

Recuperacao, %

20

65:35% 50:50% 35:65% 15:85%
Proporcao da mistura dos solventes (v/v)

Conforme os resultados apresentados na Figura 5, as recuperacdes de Cd, Pb
e Ni foram superiores a 93% para todas as proporgdes da mistura de solventes

dispersor e extrator avaliadas. Entretanto, ao utilizar uma menor quantidade de
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solvente dispersor (propor¢cdes de 35:65 e 15:85%, v/v), foram obtidas baixas
recuperacoes para As e Co (de 32,1 a 70,5%). Provavelmente, os volumes de 350 e
150 pL de solvente dispersor (proporgdes de 35:65 e 15:85%, v/v) foram ineficientes
para promover uma dispersao adequada do solvente extrator com a amostra oleosa.

Por outro lado, ao utilizar uma solucédo contendo 650 uL de solvente dispersor
(proporgéao de 65:35%, v/v), as recuperagdes foram superiores a 88% para Cd, Pb,
Co e Ni (exceto para As e V que foram de 75 e 84%, respectivamente). Enquanto que
ao utilizar 500 L de solvente dispersor (propor¢ao de 50:50%, v/v), as recuperagdes
foram superiores a 90% para Cd, Pb, Co, Ni e V (exceto para As que foi de 78%).
Dessa forma, esses resultados mostraram que o uso de volumes maiores de solvente
dispersor é necessario para garantir uma maior dispersao do solvente extrator na
amostra, isso ja foi observado em estudos reportados na literatura.’®2°

Assim, embora para as proporgdes 50:50 e 65:35% (v/v) as recuperagdes foram
préximas a 100% para a maioria dos analitos, a condicdo de 50:50% (v/v) foi
selecionada para os proximos experimentos, uma vez que a concentragao de carbono

em solucao foi menor (35,2 g L") do que a proporgéo de 65:35% (v/v) (42,8 g L).

4.2.3 Avaliacao do tipo e da concentragao do solvente extrator

A fim de reduzir o consumo de reagentes, diminuir os valores de branco e ainda
propor métodos de preparo de amostras mais verdes, a influéncia do tipo e da
concentracdo do solvente extrator empregado foi avaliada. O solvente extrator
geralmente utilizado em procedimentos de extragao por RP-DLLME é o HNO3 diluido,
sendo que ja foi avaliado 2,0 mol L-' de HNOs3 para a extragéo de Al, Cd, Cu, Fe, Mn,
Ni e Zn em dleo diesel.®®

No presente estudo, foi avaliado como solvente extrator, a agua e solugdes de
HNOs (0,5, 1,0, 2,0 e 3,0 mol L"). Os experimentos foram feitos usando 5 g de amostra
de excipiente farmacéutico oleoso "A" com adigdo de 1,0 ug g’ de As, Cd, Pb, Co, Ni
e V e subsequente aquecimento da amostra em banho a 85 °C. Apds, foi adicionada
1,0 mL da solugéo de extragdo composta por n-propanol:extrator avaliado (proporgéo
50:50% vl/v, respectivamente), seguido de 1,0 min de agitagdo manual e 15 min de
centrifugacao. As recuperagdes obtidas para As, Cd, Pb, Co, Ni e V a partir da

avaliagao do tipo e da concentragao do solvente extrator sdo mostradas na Figura 6.
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Figura 6 — Avaliagdo do tipo e da concentragdo do solvente extrator utilizado no
método de RP-DLLME. Recuperagdes para (=) As, (=) Cd, (m) Pb, (-) Co,
() Ni e (m) V. Determinagédo dos analitos por ICP-MS (as barras
representam a média + RSD, n= 5). A linha tracejada representa
recuperacao equivalente a 100%.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 6, quando a agua foi
usada como solvente extrator, recuperagdes muito baixas (1 a 48%) foram obtidas
para todos os analitos. Além disso, para as solu¢gdes de HNO3 0,5 e 1,0 mol L', foram
obtidas recuperagodes inferiores a 78% para As, enquanto para Cd, Pb, Co, Nie V as
recuperagdes foram acima de 84%. Quanto a condigdo de 2,0 mol L' de HNOg, as
recuperacoes variaram no intervalo de 83 a 97% para todos os analitos. Entretanto,
recuperagdes de 92 a 98% foram obtidas para todos os analitos (com excecgao de As,
que foi de 87%) ao utilizar 3,0 mol L' de HNO3 como solvente extrator.

Esses resultados demonstraram que a concentragdao de HNOs influencia na
eficiéncia da extracdo de todos os analitos investigados neste estudo, conforme ja
observado em estudos anteriores.'81968 Neste estudo, as solugbes de HNO3 muito
diluidas (0,5, 1,0 e 2,0 mol L") foram insuficientes para promover a completa extragéo
dos analitos presentes na amostra. Portanto, a condi¢cdo de 3,0 mol L' de HNOs3 foi
escolhida para a avaliacdo dos subsequentes parametros devido as melhores
recuperagdes e também menores RSDs ao comparar com a condigéo de 2,0 mol L

de HNOs (5 e 8% para 3,0 e 2,0 mol L™, respectivamente).
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4.2.4 Avaliagao do volume total da solugao de extragao

A influéncia do volume total da solugao de extracao foi avaliada com o intuito
de garantir que os solventes necessarios para a extragao estejam em quantidades
apropriadas, favorecendo uma extracdo com maior eficiéncia. Além disso, com o
objetivo de melhorar as recuperag¢des dos analitos, principalmente para As e V.

Essa investigagao foi feita avaliando os volumes de 1,0, 1,5 e 2,0 mL da solugao
de extragdo composta por n-propanol:HNOs 3,0 mol L (proporgdo 50:50% vlv,
respectivamente). Os experimentos foram feitos usando 5 g de amostra de excipiente
farmacéutico oleoso "A" com adigcdo de 1,0 ug g' de As, Cd, Pb, Co, Nie V e
subsequente aquecimento da amostra em banho a 85 °C. Apds, foi adicionada a
solucédo de extracdo, seguido de 1,0 min de agitagdo manual e 15 min de
centrifugagéo. As recuperagdes obtidas para As, Cd, Pb, Co, Ni e V estdo mostradas

na Figura 7.

Figura 7 — Avaliagao do volume total da solugdo de extragao utilizado no método de
RP-DLLLME. Recuperagdes para (=) As, (=) Cd, () Pb, () Co, ( )Nie (m)
V. Determinacgao dos analitos por ICP-MS (as barras representam a média

+ RSD, n= 5). A linha tracejada representa recuperagao equivalente a
100%.
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E possivel observar na Figura 7 que com o uso de 1,0 mL da solucéo de
extracdo, as recuperacgdes foram de 92 a 98% para Cd, Pb, Co, Nie V e de 87% para

As. Além disso, utilizando 1,5 mL, a recuperagao de As foi de 89% e superior a 92%
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para os demais analitos. Por outro lado, recuperagdes de 94 a 99% foram obtidas para
todos os analitos quando utilizado 2,0 mL da solugdo de extragdo. Esses resultados
podem ser atribuidos, a necessidade de uma maior quantidade dos solventes para
garantir a extragao dos analitos de forma eficiente. Assim, o volume total da solugéo

de extracao utilizado para as avaliagdes subsequentes foi de 2,0 mL.

4.2.5 Avaliagao da massa de amostra

Uma das principais vantagens do método da RP-DLLME é o uso de massas
elevadas de amostra (até 10 g)'82%45 ao comparar com outros métodos de preparo de
amostras que utilizam sistemas fechados de digestao, que para estes o recomendado
é geralmente até 0,5 g'>'" (dependendo da amostra). Assim, com o uso de elevada
massa de amostra é possivel obter LODs e LOQs menores, sendo uma das vantagens
importantes para a determinacdo de impurezas elementares em concentragdes
baixas, como é o caso das amostras de excipientes farmacéuticos oleosos.%8

Nesse sentido, para o desenvolvimento do método proposto, foi avaliada a
influéncia do uso de 5, 7,5 e 10 g de amostra. Cabe destacar que na maioria dos
estudos que utilizam o método da RP-DLLME, foram empregadas massas de amostra
iguais ou superiores a 5 g, por isso, neste estudo esta foi a menor massa
ava|iada_18,19,20,45,68

Os experimentos foram conduzidos usando a amostra de excipiente
farmacéutico oleoso "A" com adigdo de 1,0 ug g de As, Cd, Pb, Co, Nie V e
subsequente aquecimento da amostra em banho a 85 °C. Apés, foi adicionada 2,0 mL
da solugédo de extragdo composta por n-propanol:HNO3 3,0 mol L' (proporgéo 50:50%
vlv, respectivamente). Em seguida, foi feita a agitagdo manual durante 1,0 min e a
centrifugacao por 15 min. As recuperacdes obtidas para As, Cd, Pb, Co, Ni e V usando

as massas de amostra avaliadas estdo mostradas na Figura 8.
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Figura 8 — Avaliagdo da massa de amostra utilizada no método de RP-DLLME.
Recuperagbes para (m) As, (») Cd, (m) Pb, () Co, () Ni e (m) V.
Determinagéo dos analitos por ICP-MS (as barras representam a média
RSD, n=5). Alinha tracejada representa recuperac¢ao equivalente a 100%.
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Conforme os resultados apresentados na Figura 8, quando 5 g de massa de
amostra foram usados, as recuperacoes foram de 94 a 99% para As, Cd, Pb, Co, Nie
V. Para a massa de 7,5 g, as recuperacdes para As e Co foram de 85 e 87%,
respectivamente, enquanto que para os demais analitos foi superior a 92%. Além
disso, para 10 g de amostra, as recuperagdes para As, Cd, Pb, Co, Ni e V variaram
de 84 a 97%. Esses resultados podem ser atribuidos a dificuldade de os solventes
interagirem eficientemente com a amostra quando massas maiores sao empregadas.

Por isso, quando 10 g de amostra foram empregadas, os RSDs para todos os
analitos foram superiores (10%) aos obtidos com 5 g de amostra (até 5%). Desta
forma, para garantir uma extracao mais eficiente e consequentemente recuperagdes
quantitativas para todos os analitos com menores RSDs, foi escolhido 5 g de
excipiente farmacéutico oleoso como massa de amostra para 0s proximos

experimentos.

4.2.6 Avaliagao da temperatura

Recentemente, alguns estudos reportaram a importancia do controle da

temperatura durante a etapa de aquecimento de amostras oleosas em métodos de
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extragdo por RP-DLLME. Nesses estudos prévios, foram avaliadas temperaturas de
40 até 90 °C, sendo que as temperaturas maiores foram mais eficientes.2%2168 No
caso de excipientes farmacéuticos oleosos, em todos os experimentos feitos, a
amostra permaneceu sob aquecimento a 85 °C. Porém, esse parametro foi
investigado a fim de avaliar a possibilidade do emprego de temperaturas menores,
que ainda assim, garantissem a eficiéncia de extragdo dos analitos.

Essa investigacao foi feita avaliando as temperaturas de 65, 75 e 85 °C. Os
experimentos foram feitos utilizando as condigbes experimentais, até entéo
otimizadas: 5 g de excipiente farmacéutico oleoso “A” com adigdo de 1,0 ug g’ de As,
Cd, Pb, Co, Ni e V, aquecimento da amostra em banho, subsequente adicdo de 2,0
mL da solugdo de extragdo composta por n-propanol:HNOs 3,0 mol L' (proporgéao
50:50% vlv, respectivamente), seguido de 1,0 min de agitacdo e 15 min de
centrifugacgéo). As recuperagdes obtidas para As, Cd, Pb, Co, Ni e V estdo mostradas
na Figura 9.

Figura 9 — Avaliacdo da temperatura utilizada no método de RP-DLLME.
Recuperagbes para (m) As, (m) Cd, (m) Pb, () Co, () Ni e (m) V.
Determinacao dos analitos por ICP-MS (as barras representam a média +
RSD, n=5). A linha tracejada representa recuperagao equivalente a 100%.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 9, ao utilizar a
temperatura de 65 °C foram obtidas recuperacdes inferiores a 80% paraAs, Coe Ve
superiores a 84% para Cd, Pb e Ni. Além disso, com o uso de 75 °C, recuperagoes de

83 a 93% com RSDs de até 8% foram obtidos para todos os analitos. Por ultimo,
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recuperacoes acima de 94% com RSDs inferiores a 5% foram obtidos para todos os
analitos com o uso de 85 °C. Esses resultados estdo concordantes com estudos
reportados na literatura, nos quais temperaturas mais elevadas contribuiram para a
eficiéncia da extragdo dos analitos.?%45 Provavelmente, temperaturas mais elevadas
permitiram o aumento dos coeficientes de difusdo dos analitos e, portanto,
melhoraram a eficiéncia da extragdo.2%2' Assim, a fim de obter melhores recuperagbes

e menores RSDs, a temperatura de 85 °C foi mantida para os proximos experimentos.

4.2.7 Avaliacao do tempo de centrifugagao

A centrifugacado tem sido utilizada para a completa sedimentagdo da fase
aquosa, fase esta que contém os analitos a serem determinados. Nesse sentido, o
tempo de centrifugacgéo foi avaliado a fim de diminuir o tempo de processamento das
amostras garantindo ainda assim, a completa separacao das fases e recuperacao dos
analitos.20-21.65

No presente estudo, foram avaliados os tempos de 5, 10 e 15 min de
centrifugacéo. Além disso, um experimento sem o uso da centrifugacédo também foi
feito. Os experimentos foram feitos usando as condi¢cdes experimentais, até entao,
otimizadas: 5 g de excipiente farmacéutico oleoso “A” com adigdo de 1,0 ug g' de As,
Cd, Pb, Co, Ni e V, aquecimento da amostra em banho a 85 °C, subsequente adicao
de 2,0 mL da solugdo de extragdo composta por n-propanol:HNOz 3,0 mol L
(proporgao 50:50% v/v, respectivamente), seguido de 1,0 min de agitacdo. As

recuperagoes obtidas para As, Cd, Pb, Co, Ni e V estdo mostradas na Figura 10.
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Figura 10 — Avaliagédo do tempo de centrifugagao utilizado no método de RP-DLLME.
Recuperagbes para (m) As, (») Cd, (m) Pb, () Co, () Ni e (m) V.
Determinagéo dos analitos por ICP-MS (as barras representam a média +
RSD, n=5). Alinha tracejada representa recuperac¢ao equivalente a 100%.
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Conforme os resultados apresentados na Figura 10, sem o uso da
centrifugagdo, as recuperagdes foram inferiores a 90% para todos analitos. Em
conformidade com estudos ja reportados na literatura, a centrifugagéo é fundamental
para a completa sedimentagdo da fase aquosa no método da RP-DLLME. 82

Neste estudo desenvolvido para excipientes farmacéuticos oleosos, quando foi
avaliado 5 min de centrifugagéo, recuperagdes superiores a 89% foram obtidas para
todos os analitos. Além disso, nos tempos de 10 e 15 min de centrifugagéo, foram
atingidas recuperagdes de 94 a 99% para todos os analitos. Esses resultados podem
ser atribuidos, a necessidade de um tempo maior de centrifugacao para garantir que
a separagao das fases seja eficiente, a fim de promover a completa extragdo dos
analitos para a fase aquosa. Assim, como ndo foram observadas diferencas
estatisticas (teste t-student, nivel de confianga de 95%) entre os resultados obtidos
com 10 e 15 min de centrifugagao, foi escolhido como tempo 10 min para as

avaliagdes dos proximos parametros.

4.2.8 Avaliacao do tipo e tempo de agitagao

A agitacdo é importante para promover a interagcdo dos solventes com a

amostra, contribuindo para a extracdo dos analitos para a fase aquosa. Em estudos
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recentes, diferentes formas de agitacdo tém sido avaliadas em métodos de RP-
DLLME, desde o uso do ultrassom, orbital, vortex e manual.'®2!

Neste estudo, foram avaliados os tempos de 0,5, 1,0 e 2,0 min de agitagdo com
o ultrassom (frequéncia de 37 kHz), orbital (200 rpm), vortex (1000 rpm) ou manual.
Os experimentos foram feitos usando as condigbes, até entdo, otimizadas: 5 g de
excipiente farmacéutico oleoso “A” com adigdo de 1,0 ug g™ de As, Cd, Pb, Co, Nie
V, aquecimento da amostra em banho a 85 °C, subsequente adicdo de 2,0 mL da
solugdo de extragdo composta por n-propanol: 3,0 mol L' de HNO3 (proporgéo de
50:50% vlv, respectivamente), seguido da agitagéo e centrifugagao por 10 min.

Com a agitagdo manual de 0,5 min, recuperagdes inferiores a 93% para As, Co
eV, e superiores a 95% para Cd, Pb e Ni foram obtidas. Nos tempos de 1,0 e 2,0 min
de agitagdo manual, as recuperagdes foram superiores a 94% para todos os analitos.

Para os experimentos utilizando o ultrassom como uma forma de agitacéo apos
a injecao da mistura dos solventes dispersor e extrator sobre a amostra, os resultados
para todos os tempos avaliados foram superiores a 90% para Cd, Pb e Ni, enquanto
que para As, Co e V foram inferiores a 85%. Assim, os resultados obtidos ao usar o
ultrassom como agitacdo foram insatisfatérios ao comparar com os obtidos pela
agitacdo manual. Esses resultados estdo de acordo com os estudos ja reportados na
literatura empregando a RP-DLLME, em que o ultrassom demonstrou ndo ser uma
forma de agitagdo adequada em experimentos por RP-DLLME.?® 2' O ultrassom foi
eficiente em métodos de extragdo onde o solvente dispersor nao foi utilizado.3¢ Porém,
no presente estudo, foi utilizado um solvente dispersor e possivelmente por isso,
justifica-se ele n&o ter sido eficiente.

Além disso, foi avaliada a agitacdo manual, orbital e vortex. Os resultados
obtidos para as diferentes formas de agitacdo foram superiores a 94% para todos os
analitos utilizando 1,0 min de agitagédo. Assim, tanto a agitagdo manual, orbital como
por vortex podem ser empregadas sem prejudicar os resultados, porém, para os

subsequentes experimentos foi utilizada a agitagdo manual durante 1,0 min.

4.2.9 Estudos adicionais para Hg

Como a determinagéao de Hg foi feita por CVG-ICP-MS, a condi¢ao otimizada
para os demais analitos foi, posteriormente, empregada para Hg. Para este analito, foi

avaliado como solvente extrator as solugées de HNOs3 (3,0 mol L-') e o HCI (10 mol L-
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1). Cabe destacar que a concentragdo de HCI utilizada foi escolhida em conformidade
com um estudo prévio reportado na literatura.8?

Para este estudo, os experimentos foram feitos usando 5 g de excipiente
farmacéutico oleoso “A” com adigéo de 1,0 ug g-' de Hg, aquecimento da amostra em
banho a 85 °C, subsequente adicdo de 2,0 mL da solugao de extracdo composta por
n-propanol:dispersor avaliado (proporgéo de 50:50% v/v, respectivamente), seguido
da agitacédo durante 1,0 min e centrifugagao por 10 min.

Quanto aos resultados obtidos, empregando como solvente extrator o HNOs
(3,0 mol L") a recuperagdo de Hg foi extremamente baixa (inferior a 4%). Porém,
utilizando o HCI (10 mol L") como solvente extrator, foi obtido 94% de recuperagéo
nas condi¢des otimizadas para os demais analitos. Os resultados obtidos estdo em
concordancia com estudos prévios para Hg em que o HCI foi empregado.838485 Em
seguida, foi feita a avaliagdo da concentragdo de HCI (2, 4, 6, 8 e 10 mol L"). Sendo
que, para as concentragdes de 4 e 2 mol L! as recuperagoes de Hg foram inferiores
a 90%. Enquanto que as concentragbes de 6, 8 e 10 mol L' resultaram em
recuperacdes de Hg superiores a 94%. Assim, para os subsequentes experimentos
foi utilizada a concentracao de 6 mol L-' de HCI.

Diante disso, a validacdo do método foi feita utilizando as condigdes escolhidas
para a determinagao As, Cd, Pb, Co, Ni e V por ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS.

4.3 VALIDAGAO DO METODO DA RP-DLLME

Utilizando as condi¢des otimizadas do método proposto, a validagdo do método
foi feita de acordo com a Eurachem?®' e os seguintes parametros foram avaliados:
linearidade, preciséo (intermediaria e repetibilidade), robustez, exatiddo (em trés
niveis), LOD e LOQ. Para a determinagao por ICP-MS de As, Cd, Pb, Co, Nie V e de
Hg por CVG-ICP-MS, foram preparadas solugoes em HNOs3 5% (v/v) contendo de
0,025 a 5,0 ug L. Os R? obtidos para as curvas de calibragdo foram superiores a
0,9995 para todos os analitos, indicando uma adequada resposta linear. Quanto aos
resultados para a precisao (intermediaria e repetibilidade), esses foram considerados
adequados, uma vez que apresentaram RSDs inferiores a 5% em todas as condicoes
escolhidas.

Além disso, a robustez foi avaliada por meio de variagdes de 20% (para mais e

para menos) nas condigdes experimentais otimizadas para a posterior determinagao
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dos analitos.®® Sendo os seguintes parametros investigados: proporgdo da mistura
dos solventes dispersor e extrator (40:60 e 60:40%, v/v), concentragdo do solvente
extrator (HNOs3 2,4 e 3,6 mol L' e HCI 4,8 e 7,2 mol L"), volume total da solugéo de
extragao (1,6 e 2,4 mL), massa de amostra (4,0 e 6,0 g) e tempo de centrifugacéo (8
e 12 min). Os resultados foram concordantes com os obtidos para as condigdes
otimizadas, sendo observado uma variacado inferior a 5%, por isso o método foi
considerado robusto.

A exatiddo do método proposto foi avaliada pela comparagao dos resultados
com os obtidos pelo método de referéncia. Nao foram observadas diferengas
estatisticas significativas (teste ¢, nivel de confiangca de 95%) em comparagao com os
valores de referéncia para as impurezas elementares, sendo as concordancias
proximas a 100% e os RSDs inferiores a 5%. Posteriormente, a exatiddo também foi
avaliada por ensaios de recuperacao com adi¢ao dos analitos. Os ensaios consistiram
na adicdo dos analitos em sua concentracdo maxima permitida para a via de
administracao parenteral de acordo com o ICH Q3D. Para isso, foi considerado a dose
diaria maxima do excipiente (10 g) e as exposicdées maximas diarias permitidas para
cada elemento, sendo para As (15 ug dia™'), Cd (2 ug dia™'), Hg (3 ug dia™), Pb (5 ug
dia'), Co (5 upg dia'), Ni (20 ug dia') e V (10 ug dia™').* Assim, os ensaios foram
conduzidos utilizando a amostra “A” com a adi¢ao de As, Cd, Hg, Pb, Co, Nie V em
diferentes niveis (0,2, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 ug) a partir de solugdes de referéncia oleosas.

Os resultados obtidos para este estudo estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Ensaios de recuperacédo conforme o ICH Q3D e em diferentes niveis de
concentragao dos analitos (valores em %, média £ RSD, n= 5).

Adicao, Recuperacao (%)

Mugg' As Cd Hg Pb Co Ni Y
0,2 95+ 3 100+ 3 95+ 3 95+ 2 97 £1 95+ 4 95+ 4
0,5 98 +3 99+ 2 96 + 4 98 + 4 98 +2 95+ 3 96 + 2
1,0 97 £1 97+ 3 94 +3 96 + 3 96 + 3 96 + 3 96 + 3
1,5 99+ 2 97 +2 95+ 3 96 + 3 97 +2 97 +3 96 + 3
2,0 99+3 98+ 2 94+ 2 973 96 £ 2 99+3 97 +2

Conforme os resultados mostrados na Tabela 6, foram obtidas recuperacdes de
94 a 100% com RSDs inferiores a 5% para As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni e V em diferentes

niveis de concentragéo (0,2 a 2,0 ug g''), o que demonstrou a aplicabilidade do método
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proposto para a extracdo das impurezas elementares em excipientes farmacéuticos
oleosos mesmo quando presentes em concentragdes distintas.

Com a utilizagao da técnica de ICP-MS e CVG-ICP-MS para a determinagao
das impurezas elementares, foram obtidos limites de detecg¢ao e quantificagao baixos
para o método proposto da RP-DLLME. Os LODs e LOQs obtidos foram expressos
em g g' sendo calculados a partir do desvio padréo de 10 leituras do branco, levando
ambos em consideracdo a massa de amostra utilizada, o volume final de afericao,
bem como a diluicdo adequada na etapa de determinagdo. Os valores de LODs
obtidos pelo método proposto foram 0,014, 0,002, 0,001, 0,006, 0,002, 0,012 e 0,031
ug g para As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni e V, respectivamente. Enquanto que os valores para
os LOQs foram 0,045, 0,006, 0,003, 0,020, 0,006, 0,040 e 0,102 ug g™ para As, Cd,
Hg, Pb, Co, Ni e V, respectivamente. Os limites de deteccédo e quantificagcao obtidos
viabilizam a determinagéo das impurezas elementares em niveis inferiores aos limites

maximos recomendados pelo ICH Q3D.

4.4 DETERMINAQAO DE IMPUREZAS ELEMENTARES EM EXCIPIENTES
FARMACEUTICOS OLEOSOS APOS RP-DLLME

ApoOs todas as otimizagdes, o método da RP-DLLME foi aplicado para outras
quatro amostras de excipientes farmacéuticos oleosos, sendo as amostras "B" (éleo
de ricino), "C" (6leo de soja), "D" (6leo de soja) e "E" (6leo de soja), a fim de verificar
a aplicabilidade do método proposto a possiveis variagdes na matriz da amostra. Além
disso, para comparagdo dos resultados, todas as amostras empregadas no
desenvolvimento do estudo foram digeridas usando a MAWD-SRC (método de
referéncia). Na Tabela 7 estao apresentados os resultados obtidos por ICP-MS apés
RP-DLLME e MAWD-SRC.



63

Tabela 7 — Resultados obtidos para As, Cd, Pb, Co, Ni e V por ICP-MS e Hg por CVG-
ICP-MS apds a aplicagdo da RP-DLLME para excipientes farmacéuticos
oleosos. Resultados em pg g' (média * desvio padrao, n=5).

Analito Método Amostra
A B C D E

As RP-DLLME <0,014 <0,014 0,074 + 0,003 <0,014 0,107 £ 0,003
MAWD-SRC <0,022 < 0,022 0,075 + 0,004 < 0,022 0,103 = 0,005

Cd RP-DLLME < 0,002 < 0,002 0,065 + 0,002 0,063 + 0,003 < 0,002
MAWD-SRC < 0,005 < 0,005 0,067 + 0,003 0,065 + 0,003 < 0,005

Hg RP-DLLME < 0,001 < 0,001 0,081 + 0,004 < 0,001 0,102 = 0,004
MAWD-SRC < 0,008 < 0,008 0,079 + 0,003 < 0,008 0,105 = 0,005

Pb RP-DLLME <0,006 0,261+0,008 0,076+0,003 0,455+0,021 0,476 0,017
MAWD-SRC <0,075 0,257 + 0,009 < 0,075 0,445+ 0,019 0,463 + 0,022

Co RP-DLLME < 0,002 < 0,002 < 0,002 0,071 + 0,003 < 0,002
MAWD-SRC < 0,004 < 0,004 < 0,004 0,072 + 0,002 < 0,004

Ni RP-DLLME <0,012 0,141 £ 0,005 <0,012 <0,012 <0,012
MAWD-SRC <0,035 0,137 +0,006 < 0,035 < 0,035 < 0,035

V RP-DLLME < 0,031 < 0,031 < 0,031 < 0,031 < 0,031
MAWD-SRC < 0,051 < 0,051 < 0,051 < 0,051 < 0,051

Conforme os resultados apresentados na Tabela 7, ndo houve diferenca
significativa (teste t, nivel de confianca de 95%) entre os resultados obtidos para As,
Cd, Hg, Pb, Co e Ni apds os métodos da RP-DLLME e MAWD-SRC (determinacao
por ICP-MS). Os RSDs para o método proposto foram inferiores a 5%. Além disso, a
concentracado de V em todas as amostras avaliadas foi abaixo dos LODs para ambos
os métodos (RP-DLLME e MAWD-SRC). A concentracdo de Pb na amostra "C" foi
inferior ao LOD do método de referéncia (0,075 ug g'), mas superior ao LOD para
RP-DLLME (0,006 ug g'), mostrando a aplicabilidade do método proposto. Os
resultados obtidos para todos os analitos na amostra “A” foram abaixo dos LODs para
ambos os métodos.

Os LODs obtidos para o método de referéncia foram de 0,022, 0,005, 0,008,
0,075, 0,004, 0,035 e 0,051 ug g para As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni e V. Enquanto que os
LOQs de 0,073, 0,016, 0,025, 0,255, 0,013, 0,117 e 0,168 ug g para As, Cd, Hg, Pb,

Co, Ni e V, respectivamente.
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4.5 COMPARACAO DOS METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS EMPREGADOS

Neste estudo, foi investigado a RP-DLLME como método de preparo de
amostras de excipientes farmacéuticos oleosos e posterior determinagao de As, Cd,
Pb, Co, Ni e V por ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS. Ao final do desenvolvimento do
meétodo proposto, as condi¢gdes foram comparadas com aquelas usadas no método
de referéncia (MAWD-SRC). Na Tabela 8 é apresentado uma comparagao geral do
método da RP-DLLME e do método da MAWD-SRC.

Tabela 8 — Comparacdo do método proposto com o método de referéncia para a
posterior determinagcdo de impurezas elementares em excipientes
farmacéuticos oleosos.

Métodos de preparo de amostras empregados

Parametro
MAWD-SRC RP-DLLME
Massa de amostra, g 0,4 50
Afericao final das solugdes, mL 25 10
Solugéo utilizada 6 mL HNO3 14 mol L 1 mLde HNO3 3 mol L' ou
HCI 6 mol L
Temperatura, °C 270 85
Tempo de digestdo/extracao* 1 h e 50 min 20 min***
Frequéncia analitica, 2 h** 5 amostras 40 amostras

Adequabilidade das solugdes finais obtidas Diluigho das amostras Diluigho das amostras
para a determinagéo por ICP-MS devido a acidez residual devido a concentragcao de
carbono em solugao

*Considerando o tempo total de preparo, a etapa de descontaminacdo (no caso da MAWD-SRC) e
manipulagdo da amostra.

**Considerando apenas uma replicata por amostra e o tempo de preparo da amostra (sem a
determinagéo dos analitos).

***N&o esta considerado a etapa de centrifugacéo (a cada 10 min sdo 8 amostras processadas).

De acordo com a Tabela 8, como método de referéncia foi utilizado a MAWD-
SRC, sendo digeridos 0,4 g de excipiente farmacéutico oleoso usando 6 mL de HNO3
concentrado, 270 °C e 30 min. E importante ressaltar que, para este método s&o
empregados frascos de quartzo e forno micro-ondas de custo elevado. Enquanto que
para o método da RP-DLLME, foi utilizado uma instrumentagéo simples e de baixo
custo. O método proposto, conferiu um alto fator de enriquecimento dos analitos,
rapidez, simplicidade, consumo reduzido de reagentes o que consequentemente

contribui para a menor geragao de residuos. O método da RP-DLLME foi adequado
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para posterior determinacédo de todos os analitos, porém nao foi utilizado o mesmo
solvente extrator para Hg.

Com o uso da RP-DLLME foi possivel a utilizagdo de elevada massa de
amostra, levando a obtencdo de menores LODs e LOQs, quando comparado ao
meétodo de referéncia usado neste estudo (MAWD-SRC). Ainda, ndo foi necessario o
uso de acido concentrados para as extracdes por RP-DLLME, sendo utilizado apenas
um volume baixo de acidos diluido, este € um aspecto importante relacionado a menor
geracgao de residuos e consumo de reagentes.

Todos estes aspectos podem ser avaliados mediante a uma investigagao de
quio o método pode ser considerado adequado em conformidade a quimica analitica
verde. Para isso, foi utilizado um estudo prévio da literatura para realizar a
comparagao entre o método proposto e o método de referéncia, contabilizando
aspectos da quimica analitica verde com base na métrica Analytical GREEnness
(software AGREE).

Esta ferramenta permite avaliar métodos analiticos desde a coleta da amostra
até a determinacdo dos analitos, incluido as etapas de preparo de amostra e o
descarte de residuos. Existem os dados de entrada que sdo os 12 principios da
quimica verde, e cada dado informado é transformado em uma escala de 0 a 1 de
acordo com a escalas de cores vermelha, amarela e verde. Em contrapartida, os
dados de saida geram um grafico no formato de um circulo, onde no centro é
apresentado a pontuagao geral e nas laterais ao redor as pontuagdes especificas para
cada dado de entrada informado. As informacgdes inseridas nos dados de entrada
sobre o método proposto e de referéncia sao apresentadas no Anexo (item 4). Os
resultados da comparacgao estdo apresentados na Figura 11A para o método proposto

e 11B para o método de referéncia.
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Figura 11 — Avaliacdo dos métodos de preparo de amostras de acordo com a analise
feita pelo software AGREE para (A) RP-DLLME e (B) MAWD-SRC com
determinacao dos analitos por ICP-MS e CVG-ICP-MS.

Conforme a Figura 11A, o método da RP-DLLME obteve uma pontuagéo geral
de 0,49. Em contrapartida, o método da MAWD-SRC teve um desempenho inferior ao
comparar com o método proposto, apresentado uma pontuacao geral de 0,35 (Figura
11B). Dentre os 12 principios da quimica analitica verde apresentados em um estudo
recente’®, o desempenho do método proposto variou de bom a excelente em 4
principios. Apenas os principios 1, 3, 7 e 9 foram limitados, devido abordarem
respectivamente o uso preferivel da analise direta, a forma de analise (seja in-line, on-
line, at-line e off-line), geragao de residuo e a técnica de determinacéo utilizada, n&o
atendidos na RP-DLLME com ICP-MS. Porém, para determinar impurezas
elementares a partir de técnicas espectrométricas, geralmente € preciso um
tratamento prévio da amostra, uma vez que a montagem tradicional da maioria destes
equipamentos exige a introdugdo da amostra na forma de suspensdo ou solugao
aquosa.

Ao considerar o método de referéncia (Figura 11B), apenas o principio 6 e 8
tiveram um desempenho excelente no que diz respeito a evitar o procedimento de
derivatizagdo e quanto ao numero de amostras analisadas em 1 h. Além disso, os
principios 2 e 12 tiveram um desempenho bom quanto a quantidade de amostra
utilizada (0,4 g) e a seguranga do operador. Por outro lado, a pontuagao para os outros

principios variou de amarelo a vermelho por se tratar de um método n&o miniaturizado,
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requer diversas etapas durante o preparo de amostras e utiliza acido concentrado, o
que resulta na geragéo de residuos com maior toxicidade.

O tratamento prévio da amostra e a analise off-line foram empregados em
ambos os métodos, porém, outras vantagens foram observadas ao utilizar o método
proposto. Em geral, o uso de acido concentrado foi desnecessario e a geracéo de
residuo foi reduzida. A frequéncia analitica aumentou de 3 para 24 amostras por hora.
Portanto, o método proposto pode ser considerado uma possivel alternativa para
cumprir 0s principios da quimica analitica verde na determinagcdo dos elementos das
classes 1 e 2A em excipientes farmacéuticos oleosos de acordo com os principios

apresentados recentemente na literatura.”
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, um novo método de preparo de amostra foi desenvolvido
utilizando a RP-DLLME para a posterior determinacédo de As, Cd, Pb, Co, Ni e V por
ICP-MS e Hg por CVG-ICP-MS. Neste caso, com o método da RP-DLLME foi possivel
promover a analise de amostras de excipientes farmacéuticos oleosos utilizados em
medicamentos injetaveis e subsequente determinagéo de impurezas elementares.

Durante o desenvolvimento do método, buscou-se a simplicidade, rapidez,
reduzido uso de reagentes e, principalmente um método alternativo que atendesse
aos principios da quimica analitica verde. Neste estudo, foi possivel a extragao e pré-
concentracédo dos elementos das classes 1 e 2A.

O método da RP-DLLME, por sua vez, foi aplicado para a determinacao de As,
Cd, Hg, Pb, Co, Ni e V em excipientes farmacéuticos oleosos, utilizando o
aquecimento da amostra em banho a 85 °C, adicionando 1 mL de n-propanol (solvente
dispersor) e 1 mL de HNO3 3 mol L' ou 1 mL de HCI 6 mol L' (solventes extratores),
seguido de 1,0 min de agitagdo manual e 10 min de centrifugacédo. Cabe destacar que
os resultados obtidos por RP-DLLME nao apresentaram diferenga significativa (teste
t-student) quando comparados com os valores obtidos pelo método de referéncia
(MAWD-SRC), demonstrando a exatiddo do método proposto. Adicionalmente,
ensaios de recuperacao com adi¢cao de analito foram feitos em diferentes niveis de
concentracdo conforme as recomendacdes do ICH Q3D. Os resultados obtidos para
as recuperagodes foram entre 94 e 100% com RSDs entre 1 e 4%, o0 que demonstrou
a aplicabilidade do método desenvolvido.

A utilizacdo da RP-DLLME e a detecgao por ICP-MS e CVG-ICP-MS, permitiu
a obtencao de limites de deteccao e quantificagao que viabilizam a determinacao das
impurezas elementares em niveis inferiores aos limites maximos recomendados pelo
ICH Q3D. Ademais, o método proposto pode ser considerado simples e rapido, uma
vez que envolve poucas etapas e de facil operagcdo com o uso de uma instrumentacao

relativamente simples
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ANEXO

1. AVALIACAO DO EFEITO DE CARBONO NA DETERMINAGAO DE As, Cd, Pb, Co,
Ni e V POR ICP-OES APOS RP-DLLME

No método da RP-DLLME o solvente dispersor geralmente utilizado & um
solvente orgénico, o que contribui para uma quantidade relativamente alta de carbono
nas solugdes finais. A presenga de carbono pode interferir na determinagdo dos
analitos em técnicas com plasma. Por isso, experimentos iniciais foram feitos para
avaliar os efeitos de carbono na determinacao de As, Cd, Pb, Co, Nie V por ICP-OES
apoés a RP-DLLME.

Para este estudo, solugdes de referéncia contendo 20 e 50 ug L' de As, Cd,
Pb, Co, Ni e V foram preparadas em HNO3 5% com e sem adigéo de 25 a 1000 mg L~
' de carbono (fonte de carbono: n-propanol). Foram monitorados todos os
comprimentos de onda disponiveis para cada analito. Os resultados obtidos para as
avaliagdes foram expressos em intensidade relativa do sinal para cada analito. A
intensidade foi calculada a partir da razdo entre o valor da intensidade do sinal do
analito usando uma solucao de referéncia com e sem adi¢cao de carbono. Intensidade
do sinal inferior a 0,90 foi considerada como supressdo do sinal, enquanto que
superior a 1,10 foi considerada como aumento do sinal. Os resultados sdo mostrados
na Figura 1A para uma solugéo contendo 20 ug L' e 1B para uma solug&o contendo
50 ug L' de As, Cd, Pb, Co, Nie V.
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Figura 1 — Efeito de carbono na determinagdo de As, Cd, Pb, Co, Ni e V usando (A) 20 ug L' e (B) 50 yg L' dos analitos
(determinacao por ICP-OES, n = 3). A linha sdlida indica a intensidade do sinal sem carbono e as linhas tracejadas
indicam os limites de supressao e aumento do sinal. Fonte de carbono: n-propanol.
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De acordo com as Figuras 1A e 1B, foi possivel observar para As (228,812 nm)
e Pb (261,418 nm) supressdes de sinal superiores a 15% a partir de 100 mg L' de
carbono para as concentragdes de analito avaliadas (20 e 50 ug L-"). No caso de Cd,
Co e Ni, a partir de 250 mg L' de carbono, foi observado supressdo do sinal superior
a 16% em ambas as concentragdes de analito avaliadas. Além disso, para V (292,464
nm) foram observadas supressdes de sinal superiores a 15% a partir de 500 mg L'
de carbono em solugédo para ambas as concentragdes de analito avaliadas. Segundo
um estudo ja reportado na literatura’®, a supressdo do sinal devido a presencga de
carbono pode estar associada ao processo de nebulizacdo. Dependendo da
volatilidade do solvente utilizado pode ocasionar a formagao de goticulas maiores e
em maior quantidade. Além disso, o depdsito de carbono no sistema de introdugao da
amostra e na tocha pode gerar supressao de sinal dos analitos, uma vez que, ocorre
a mudanga no equilibrio de ionizag&o.”®

Por outro lado, para As (193,759 nm) e Pb (283,305 nm), a partir de 25 mg L™’
de carbono e para V (292,402 nm) a partir de 500 mg L' de carbono foram observados
aumentos das intensidades dos sinais superiores a 15% com a presenga de carbono
nas solugdes para as duas condi¢gdes de analito investigadas (20 e 50 ugL™"). O
aumento de sinal devido a presenca de carbono pode estar associado uma série de
fatores como descrito em um estudo prévio, em que foi utilizado como fonte de
carbono o metanol.8® Nesse estudo, foram avaliados 36 elementos e 157 linhas de
emissdo sendo que os autores relataram que a partir dos dados experimentais
obtidos, as interferéncias causadas por carbono podem estar associadas ao tipo de
fonte de carbono que pode promover mudangas na nebulizacdo da amostra, as
reacoes de transferéncia de carga induzidas pelo carbono e o estado fisico da fonte
de carbono podem contribuir.8®

Os resultados para a condigao de 1000 mg L' de carbono assim como para os
seguintes elementos e respectivas linhas de emissao: As (189,042 e 197,262 nm), Cd
(214,438 e 361,051 nm), Pb (167,153, 168,215, 172,680, 220,353 e 405,778 nm), Co
(237,862 e 238,892 nm), Ni (174,828, 227,021, 232,003, 300,249 e 341,476 nm) e V
(309,311 e 311,071 nm) ndo estdo mostrados nas Figuras 1A e 1B, pois os efeitos de
carbono durante a determinacao por ICP-OES foram extremamente pronunciados.

E importante mencionar que ndo foi observado efeito de carbono para As
(228,812 nm) e Pb (261,418 nm) usando as solugbes de carbono na concentracdo de

até 100 mg L' em todas as concentragdes de analito avaliadas (20 e 50 ug L-1). Além
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disso, ndo foi observado efeito de carbono para a determinacao de Cd (226,502 e
228,802 nm) e Co (228,616 e 230,786 nm) por ICP-OES usando todas as solu¢des
nas concentragbes de analito avaliadas de até 250 mg L-'. Adicionalmente, efeitos de
carbono nao foram observados para Ni (221,648 e 231,604 nm) e V (292,402 e
292,464 nm) utilizando solug¢des contendo concentragdes de carbono de até 500 mg
L' (para todas as condigbes de analito avaliadas).

Foi possivel concluir que as linhas de emissdo para As (228,812 nm), Cd
(226,502 e 228,802 nm), Pb (261,418 nm), Co (228,616 e 230,786 nm), Ni (221,640 e
231,604 nm) e V (292,402 e 292,464 nm) estdo menos suscetiveis a interferéncias de
carbono. Ao final do estudo de interferéncia, foram escolhidas as linhas de emissao
para cada elemento, sendo para As (228,812 nm), Cd (228,802 nm), Pb (261,418 nm),
Co (230,786 nm), Ni (221,648 nm) e V (292,402 nm).

Considerando o uso do n-propanol como solvente dispersor em estudos iniciais
para a RP-DLLME, foram obtidas solugdes finais com concentragao de carbono de
aproximadamente 42,8 g L-'. A partir disso, foi feito um estudo para avaliar qual a
diluicdo adequada para cada analito em decorréncia da interferéncia de carbono,
visando atender aos valores dos limites maximos preconizados pelo ICH Q3D (para a
administracao parenteral). Para esse estudo, foram consideradas as condi¢bes de
massa de amostra e volume final da solugéo (5 g e 10 mL) empregados no método da

RP-DLLME. Os resultados desse estudo estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Avaliagcdo da determinacao por ICP-OES considerando as interferéncias

de carbono.
Adicdo de Valor obtido na Concentragdao Diluigdao Valor obtido na
Analito analito determinagao de carbono adequada® determinagéo/ diluigdo
(Mg g’  (ugL)P (mg L)° adequada (ug L)
As 1,5 750 100 430 1,74
Cd 0,2 100 250 170 0,58
Pb 0,5 250 100 430 0,58
Co 0,5 250 250 170 1,45
Ni 2,0 1000 500 85 11,63
\Y 1,0 500 500 85 5,81

aSao as adigdes dos analitos calculadas a partir das recomendagdes do ICH Q3D para a via de
administragao parenteral; ®Valor calculado a partir da massa de amostra de 5 g e aferigdo final de 10
mL; cEfeito de carbono observado a partir da concentragéo de carbono informada; 9Diluicdo adequada
considerando o efeito de carbono na determinagéo de cada analito.
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Na primeira coluna da Tabela 1 sdo mostrados os analitos estudados, na
segunda, a massa de analito adicionada para os experimentos (conforme o ICH Q3D).
Na terceira, o valor da concentragcédo esperada para cada analito, na determinagao por
ICP-OES. Na quarta coluna, foram apresentados os valores maximos de carbono
toleraveis em cada determinacdo. Na quinta coluna, a diluicdo requerida, visando
eliminar interferéncias de carbono durante a determinagéo dos analitos (considerando
a concentragdo de carbono de 42,8 g L-"). Por ultimo, na sexta coluna, € mostrado a
concentracdo esperada, para cada analito apds a aplicagdo da diluicdo adequada
(quinta coluna).

De acordo com os resultados da Tabela 1, foi possivel observar que o valor
obtido na determinagao por ICP-OES considerando a diluigdo necessaria decorrente
da interferéncia de carbono é inferior a faixa linear de calibragdo do equipamento (2,5
a 100 ug L") para os elementos As, Cd, Pb e Co. No caso de Ni e V, a faixa de trabalho,
considerando a diluicdo necessaria, ficaria préxima aos primeiros pontos da curva de
calibracdo, o que dificultaria as determinagdes dos analitos. Assim, conforme o estudo
de interferéncia de carbono, a técnica de ICP-OES ndo é adequada para a
determinacdo dos analitos nos limites maximos preconizados pelo ICH Q3D (para a
administracao parenteral).

Por isso, um estudo de interferéncia de carbono foi também feito por ICP-MS,
a fim de verificar se a diluicdo adequada neste equipamento possibilitaria a
determinacao dos analitos de acordo com os limites maximos calculados a partir das

recomendagdes do ICH Q3D, para a via de administragéo parenteral.

2. AVALIACAO DO EFEITO DE CARBONO NA DETERMINACAO DE As, Cd, Pb, Co,
Nie V POR ICP-MS APOS RP-DLLME

Diante da impossibilidade de utilizar a técnica de ICP-OES para a determinagao
de As, Cd, Pb, Co, Ni e V nas solugdes obtidas apés a RP-DLLME (como reportado
no item 1 deste anexo), um estudo foi desenvolvido para avaliar a possibilidade de
determinacao por ICP-MS. Para isso, foram preparadas solugdes de referéncias de
concentragdes de 0,1, 0,5, 1,0 e 2,5 ug L' contendo As, Cd, Pb, Co, Nie V, com e
sem a adi¢ao de carbono (fonte de carbono: n-propanol) nas concentragdes de 25 a
500 mg L' em HNO3 5%, conforme descrito no item 3.5 (Materiais e Métodos).
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E importante destacar que os isétopos utilizados nesses experimentos fora
mencionados na Tabela 4 no item 3.1 (Materiais e Métodos). Os resultados obtidos
para as avaliagdes foram expressos em intensidade relativa do sinal para cada analito.
A intensidade foi calculada de acordo com a razéo entre o valor da intensidade do
sinal do analito usando solug¢des de referéncia com e sem adi¢cao de carbono. Assim,
as intensidades de sinal inferiores a 0,90 foram consideradas como supressédo do
sinal, enquanto que as intensidades superiores a 1,10 foram consideradas como
aumento do sinal. Os resultados para o estudo das interferéncias de carbono sao
apresentados respectivamente nas Figuras 2A para a solugéo contendo 0,1 ug L' e

2B para a solugéo de 0,5 ug L.
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Figura 2 — Efeito da concentragdo de C na intensidade do sinal de As, Cd, Pb, Co, Ni e V nas concentragdes de adigao dos analitos
de (A) 0,1 ug L' e (B) 0,5 ug L' (determinagdo por ICP-MS, n = 3). A linha sdlida indica a intensidade do sinal sem
carbono e as linhas tracejadas indicam os limites de supressao e aumento do sinal. Fonte de carbono: n-propanol.
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Como pode ser observado nas Figuras 2A e 2B, quando as solug¢des contendo
50 mg L' de carbono e 0,1 e 0,5 ug L' dos analitos foram avaliadas, um aumento da
intensidade do sinal de 14 e 18% para ""'Cd, 2°’Pb e °Ni foi observado. Com o uso
de maiores concentragdes de carbono (100 a 500 mg L"), as interferéncias ainda
permaneceram para ""'Cd, 2°7Pb e 62Ni. Além disso, com 100 mg L' de carbono, foi
observado um aumento da intensidade do sinal entre 15 e 48% para "°As e %°Co em
ambas as concentragdes de analito avaliadas (0,1 e 0,5 ug L-'). Quando as solugdes
contendo 250 mg L' de carbono foram avaliadas, um aumento da intensidade do sinal
de 16 e 20% foi observado para "4Cd, 2%Pb e 5V, e os efeitos do carbono
anteriormente observados ainda permaneceram para "°As e 5°Co. Para °Ni, no foi
observado efeito de carbono com solugdes de até 250 mg L-'. Porém, quando as
solugdes contendo 500 mg L' de carbono foram avaliadas, um aumento superior a
14% na intensidade do sinal para ®°Ni foi observado. Além disso, os efeitos de carbono
foram ainda mais acentuados para os isétopos "°As, "'Cd, "4Cd, %°Co, 2Ni, 2°"Pb,
208pp g 51V em concentragdes de carbono mais elevadas (500 mg L' de C).

Os resultados para as solugdes com 1,0 e 2,5 ug L' dos analitos seguiram a
mesma tendéncia dos obtidos para as solugdes com 0,1 e 0,5 ug L. Assim, este
estudo enfatizou a importancia do monitoramento da concentracdo de carbono nos
extratos obtidos apés o método RP-DLLME, mostrando ser necessario diluir os
extratos antes da analise por ICP-MS, a fim de evitar resultados superestimados ou
subestimados.

Conforme os resultados do estudo, efeitos de carbono n&o foram observados
para a determinacdo de ''Cd, 2°Pb e 9Ni por ICP-MS utilizando solucdes nas
concentracdes de analito avaliadas de até 25 mg L. E importante mencionar que ndo
foi observado efeito de carbono para "As, e %°Co usando as solugdes de carbono na
concentragéo de até 50 mg L' em todas as concentragdes de analito avaliadas (0,1,
0,5, 1,0 e 2,5 ug L"). Além disso, ndo foi observado efeito de carbono para a
determinagdo de ''“Cd, 2%8Pb e 5'V por ICP-MS usando todas as solugdes nas
concentragdes de analito avaliadas de até 100 mg L-'. Adicionalmente, efeitos de
carbono néo foram observados para ®°Ni usando solugdes contendo concentragdes
de carbono de até 250 mg L' (para todas as condigdes de analito avaliadas). Foi
possivel concluir que os isotopos ""'Cd, 2°’Pb e %2Ni nas concentragdes de 0,1 e 0,5
ug L' estdo mais sujeitos a interferéncias de carbono durante as determinagdes por

ICP-MS. Enquanto que os is6topos “Cd, 6Ni, 298Pb e %'V estdo menos suscetiveis a
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interferéncias de carbono. Esses resultados estdo de acordo com os estudos ja
reportados na literatura.'27677 Com base nesses resultados, os isétopos escolhidos
para a determinag&o por ICP-MS foram 75As, "4Cd, 2%8Pb, %°Co, ®Ni e 5'V.
Considerando que em estudos iniciais para a RP-DLLME, foram obtidas
solugbes finais com concentragdo de carbono de aproximadamente 42,8 g L-'. O
mesmo estudo feito por ICP-OES para avaliar a se a diluicdo necessaria para cada
elemento devido a interferéncia de carbono, seria compativel com os valores dos
limites maximos conforme o ICH Q3D, foi feito por ICP-MS. Para isso, foram
consideradas as condigdes empregadas no método da RP-DLLME (massa de amostra
de 5 g e volume de aferigdo 10 mL). Os resultados desse estudo estdo apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2 — Avaliacdo da determinacéo por ICP-MS considerando as interferéncias de

carbono.
Adicdo de Valor obtido na Concentragdao Diluigdao Valor obtido na
Analito analito determinacgao de carbono adequada® determinagio/ diluigdo
(vg g’  (ugL")P (mg L)° adequada (ug L)
As 1,5 750 50 855 0,876
Cd 0,2 100 100 425 0,234
Pb 0,5 250 100 425 0,583
Co 0,5 250 50 850 0,292
Ni 2,0 1000 250 170 5,81
\ 1,0 500 100 430 1,17

aSao as adigdes dos analitos calculadas a partir das recomendagdes do ICH Q3D para a via de
administragdo parenteral; PValor calculado a partir da massa de amostra de 5 g e aferigao final de 10
mL; °Efeito de carbono observado a partir da concentragdo de carbono informada; 9Diluicdo adequada
considerando o efeito de carbono na determinacao de cada analito.

De acordo com a Tabela 2, na primeira coluna s&do mostrados os analitos
estudados, na segunda, massa de analito adicionada para os experimentos (conforme
o ICH Q3D). Na terceira, o valor da concentragcado esperada para cada analito, na
determinacao por ICP-MS. Na quarta coluna, foram apresentados os valores maximos
de carbono toleraveis em cada determinag¢ao. Na quinta coluna, a diluigdo requerida,
visando eliminar interferéncias de carbono durante a determinagdao dos analitos
(considerando a concentragao de carbono de 42,8 g L"). Por ultimo, na sexta coluna,
€ mostrado a concentragao esperada, para cada analito, apos a aplicacado da diluicao
adequada (quinta coluna).
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Assim, aplicando a diluicdo necessaria nos experimentos com adi¢ao de analito
conforme as recomendagdes do guia ICH Q3D, foi possivel determina-los em niveis
de concentragdo dentro da faixa linear do equipamento (0,025 a 10 ug L™"). Por isso,
os estudos para os parametros de influéncia do método da RP-DLLME foram

avaliados utilizando a determinagéo por ICP-MS.

3. AVALIAQAO’DO EFEITO DE CARBONO NA DETERMINACAO DE Hg POR CVG-
ICP-MS APOS RP-DLLME

Foi desenvolvido um estudo para avaliar as possiveis interferéncias
decorrentes da presenga de carbono na determinagao de Hg por CVG-ICP-MS. Foram
preparadas solugdes de referéncia contendo 1,0 ug L' de Hg em HNO3 5% (v/v) sem
e com adigdo de carbono na faixa de 25 a 500 mg L (fonte de carbono: n-propanol).
Em seguida, as intensidades dos sinais para os isotopos 2°Hg e 20?Hg foram
monitoradas. Para essa faixa de carbono avaliada, ndo foram observadas

interferéncias causadas por carbono na determinagédo de Hg por CVG-ICP-MS.

4. COMPARACAO DOS METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS EMPREGADOS
DE ACORDO COM A QUIMICA ANALITICA VERDE

O método proposto utilizando a RP-DLLME e o método de referéncia por
MAWD-SRC foram comparados de acordo com os 12 principios da quimica analitica
verde, sendo empregado uma recente métrica proposta chamada Analytical
GREEnness (software AGREE).”® Para isso, os dados de entrada inseridos no
software para a avaliacdo de ambos os métodos sdo apresentados na Tabela 3 de

acordo com cada principio.
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Tabela 3 — Informacdes inseridas nos dados de entrada do software AGREE sobre os
meétodos de preparo de amostras empregados.

Principio (n°)

Método de referéncia

Método proposto

1 — Uso preferivel de técnicas de
analise direta

2 — Quantidade de amostra utilizada
(goumL)

3 — Devem ser realizadas medic¢des in
situ (off-line, at-line, on-line, in-line)

4 — Quantidade de etapas
necessarias para o método de
preparo de amostra

5 — Grau de automatizacdo do
método/ Se o método é classificado
como miniaturizado

6 — Uso da derivatizagao

7 — Geragéao de residuo por amostra
(goumL)

8 — Numero de analitos determinados
em uma corrida/ amostras analisadas
por hora

9 — Selecionar a técnica de
determinagcdo empregada/ consumo
de energia gasto em kWh

10 — Tipo de reagente empregado

11 - Uso de reagente toxico/

Quantidade utilizada (g ou mL)

12 — Quanto a seguranga do operador
o0 método pode ser (téxico para o
ambiente aquatico, bioacumulativo,
persistente, altamente inflamavel,
altamente oxidavel, explosivo ou
COITOSIVO)

Pré-tratamento externo da
amostra e analise em lote
(grande numero de etapas)
0,449

Off-line

Mais de 8 etapas

Parcialmente automatizado/
N&o miniaturizado

Nao empregado

37 mL

6 analitos/ 40 amostras

ICP-MS/ 1,3 kWh

Nenhum reagente é de
fonte bioldgica

Sim/ 12 mL

Toéxico para o ambiente
aquatico e corrosivo

Pré-tratamento externo da
amostra e analise em lote
(numero reduzido de etapas)
5049

Off-line

6 etapas

Parcialmente automatizado/
Miniaturizado

Nao empregado

25mL

6 analitos/ 40 amostras

ICP-MS/ 1,3 kWh

Algum dos reagentes é de
fonte bioldgica

Sim/ 2 mL

Toxico para o ambiente
aquatico e corrosivo

Como pode ser observado na Tabela 3, as principais diferengas entre os

métodos estdo nos principios 1, 2, 4, 5, 7, 10 e 11. Enquanto que as mesmas

informacdes foram inseridas para ambos os métodos nos principios 3, 6, 8, 9 e 12.

Diante disso, as pontuagdes gerais para o método proposto e o de referéncia foram

respectivamente de 0,49 e 0,35.



