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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido o método de decomposi¢céo assistida por
radiacdo micro-ondas (MW-AD) com acido diluido para farmacos anti-
hipertensivos para posterior determinacdo de contaminantes inorganicos.
Arsénio e Hg foram determinados por espectrometria de absorgcéo atdmica com
geracédo de hidretos (HG-AAS) e Ag, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Sre V
por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). O
método de preparo de amostra foi inicialmente otimizado com o farmaco
Losartana e apds, as melhores condi¢cdes foram aplicadas para os demais
farmacos, tais como, Captropril, Maleato de enalapril e Cloridrato de propanolol.
Foi feita a avaliacdo da concentracdo de HNOs (2,25 a 14 mol L), volume de
H202 (0 a 2 mL), tempo de aquecimento (10 a 30 min) e massa de amostra (para
cada um dos farmacos estudados). Utilizando HNO3 3,75 mol Lt e 2 mL de H202
30% foi possivel decompor 250, 700, 450 e 400 mg dos farmacos Losartana,
Captopril, Maleato de enalapril e Cloridrato de propanolol, respectivamente, apos
20 min de aquecimento por radiacdo micro-ondas (rampa de 10 min) a 900 W. A
eficiéncia de decomposicdo foi avaliada através da determinacdo do teor de
carbono residual (RCC) e acidez residual (RA), os quais variaram de 7 a 32,8%
e 2,47 a 4,88 %, respectivamente. Mesmo para as solu¢des com altos valores
de RCC nao foram observadas interferéncias na etapa de determinacgéo por ICP-
MS. A exatiddo do método foi avaliada com a analise de materiais de referéncia
certificados (CRM) NIST 1567a (Wheat flor) e NIST 1463f (Trace elements in
water) e foram obtidas concordancias na faixa de 70 a 113% para Ag, Ba, Bi, Cd,
Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Sr e V. Para comparacdo dos resultados, a
decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas com acido concentrado e o
método de preparo de amostra recomendado pela Farmacopeia Brasileira
(decomposicdo em forno mufla) também foram feitos. Tendo em vista as
limitacdes do método recomendado pela Farmacopeia Brasileira para o controle
de qualidade de farmacos anti-hipertensivos, a MW-AD com &cido diluido € uma
alternativa promissora para a decomposicdo de farmacos, possibilitando a
decomposi¢cdo em menor tempo, e permitindo a obtengéo de menores limites de
detecgdo por para a determinagdo de contaminantes inorganicos por técnicas
espectrométricas.
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ABSTRACT

In this work, the microwave assisted digestion (MW-AD) with diluted acid
was developed for antihypertensive drugs for subsequent determination of
inorganic contaminants. Arsenic and Hg were determined by hydride generation
atomic absorption spectrometry (HG-AAS) and Ag, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, Mn, Mo,
Ni, Sr and V by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). The
sample preparation method was initially optimized with the drug Losartana and
further, the best conditions were applied to the other drugs, such as Captropril,
Enalapril maleate and Propanolol hydrochloride. Some parameters were
evaluated as HNOz concentration (2.25 to 14 mol L), volume of H202 (0 to 2
mL), heating time (10 to 30 min) and sample mass (for each drug studied) were
evaluated). Using HNO3 3.75 mol L't and 2 mL of 30% H20: it was possible to
decompose 250, 700, 450 and 400 mg of Losartana, Captopril, Enalapril maleate
and Propanolol Hhydrochloride, respectively, after 20 min of microwave heating
(10 min ramp) at 900 W. Decomposition efficiency was evaluated by residual
carbon content (RCC) and residual acidity (RA), which ranged from 7 to 32,8%
and 2.47 to 4.88%, respectively. Even for solutions with high RCC values, no
interferences were observed in the ICP-MS determination step (using an internal
standard). Accuracy of the proposed method was checked by using certified
reference materials (CRM) NIST 1567a (Wheat flor) and NIST 1463f (Trace
elements in water), and agreements in the range of 70 to 113% were obtained
for Ag, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Sr and V. For results comparison,
microwave assisted digestion using concentrated acid and sample preparation
method recommended by the Brazilian Pharmacopoeia were also performed. In
view of the limitations of the recommended method by the Brazilian
Pharmacopoeia for the quality control of antihypertensive drugs, MW-AD with
diluted acid is a promising alternative for sample preparation since sample
digestion is performed in less time and making possible to obtain lower detection

limits for inorganic contaminants by spectrometric techniques.

Keywords: antihypertensives, MW-AD, diluted acid, inorganic contaminants,
ICP-MS.
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1  INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO), a hipertenséao arterial
sistémica (HAS) é uma doenca que atinge mais de 1 bilhdo de pessoas ao redor
do mundo, sendo uma das principais causas de morte prematura.! Essa doenca
se caracteriza, principalmente, pela elevacdo da presséao arterial por um longo
periodo de tempo. E considerado HAS quando os niveis de pressio arterial (PA)
sdo maiores que 140 mmHg para a PA sistélica e maiores que 90 mmHg para a
PA diast6lica.? O desenvolvimento da doenca se da principalmente pelo elevado
consumo de sal, alcoolismo, tabagismo, excesso de peso e 0 sedentarismo,
podendo ser também por fatores genéticos e devido a outras doencas como
diabetes e problemas renais.?

A HAS é uma doenca silenciosa, ndo apresentando sintomas. Quando
estes aparecem séo caracterizados por dores de cabeca, sangramento do nariz,
batimentos cardiacos irregulares, zumbidos no ouvido e dificuldades visuais. Em
casos mais graves pode ocorrer nauseas, ansiedade, dores no peito, tremores
musculares e fadiga®’ e pode levar ao desenvolvimento de outras doencas
cardiovasculares como o acidente vascular cerebral (AVC), derrames,
insuficiéncia renal e cardiaca. O tratamento da HAS pode ser realizado com a
mudanca de habitos, uma alimentacdo saudavel e o uso de medicamentos anti-
hipertensivos, o qual consiste em um tratamento continuo e de longo prazo.'#

O controle de qualidade de medicamentos deve ser eficiente a fim de
garantir que o farmaco comercializado esteja de acordo com as normas
estabelecidas e garantir que o lote esteja de acordo com o padrdao do
medicamento. Para isso, existem compéndios oficiais que determinam quais 0s
parametros de qualidade devem ser monitorados. Caso haja alguma divergéncia
entre os limites estabelecidos pelas normas e a produc¢éo do farmaco pode haver
ineficacia no tratamento e até mesmo uma intoxicacéo.®

Dentre os parametros avaliados no controle de qualidade de farmacos
anti-hipertensivos, destacam-se os contaminantes inorganicos, principalmente
0s metais pesados. Alguns deles sdo importantes para fungfes biolégicas em
plantas, animais e até mesmo humanos, como € o caso de Cu, Mo e Co que sao

oligoelementos. No entanto, outros metais como Cd, V, Cr e Ni, acumulam-se
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nos tecidos internos do corpo e causam diversas doencas, podendo ser
carcinogénicos dependendo da concentragdo. As impurezas metalicas podem
ser incorporadas aos farmacos através de diversas fontes como agua, 0s
materiais metalicos e catalisadores usados na sintese, embalagens, além da
incorporacdo durante alguns processos de manufatura.® A presenca de metais
pesados nos farmacos pode causar efeitos adversos, como catalizar a degracéo
do farmaco e levar a formacéo de outros compostos indesejaveis.’

Para que esse controle seja feito, as industrias farmacéuticas seguem
normas descritas em compéndios oficiais, as Farmacopeias, as quais dispde de
informacdes técnicas como procedimentos, limites especificos, informacdes
estruturais e caracteristicas de cada principio ativo produzido. As Farmacopeias
sao livros com informacdes técnicas utilizados por mais de 100 anos e, por esse
motivo, ha a necessidade de constante atualizagcdo quanto aos limites de
impurezas e desenvolvimento de novos procedimentos de controle de qualidade
a medida que ocorre o avanco da instrumentacdo analitica.® Os métodos
recomendados na Farmacopeia Brasileira para a determinacdo de
contaminantes inorganicos em farmacos anti-hipertensivos baseam-se na
precipitacdo dos metais, como Ag, As, Bi, Cd, Cu, Hg, Mo, Pb, Sb e Sn, na forma
de sulfetos. A intensidade da coloracdo desenvolvida pela amostra € comparada
visualmente com a intensidade de cor desenvolvida por um padrao de Pb de 10
ug L1, ambos precipitados da mesma maneira com o reagente tioacetamida.%°
Previamente a etapa de comparacao de cor com o padrdo de chumbo, o método
recomenda o preparo da amostra em varias etapas. Essas etapas consistem na
carbonizacdo da amostra em chapa de aquecimento com acidos concentrados,
decomposicdo em sistema aberto com forno mufla, decoposicdo em banho-
maria, evaporacéo e redissolugdo em acidos.''2 Este método possui diversas
desvantagens quando comparado a meétodos atuais de preparo de amostras,
como por exemplo, o uso de grandes volumes de acidos concentrados, o que
leva a maior geracéo de residuos, a decomposi¢do em sistema aberto, que por
sua vez, pode levar a contaminacdes e perdas de elementos por volatilizacéo,
além de ser moroso!3. Além disso, pela etapa de determinacdo ser feita por
comparacao visual, pode haver diversas variagdes relacionadas com o analista
ou até mesmo a iluminagdo ambiente. A coloracdo desenvolvida na solucéo final

é resultado do somatdrio de todos os contaminantes presentes na amostra, nao
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sendo possivel identificar a concentracdo individual de cada elemento e as
recuperacgdes para varios elementos sdo bem baixas (em torno de 50%), como
mostrado por Lewen et al.®1415

Com base nestes aspectos, torna-se necessario desenvolver novos
meétodos de preparo de amostras que sejam adequados para decomposicdo de
anti-hipertensivos  alternativamente ao método recomendado pelas
Farmacopeias. O método de decomposi¢cdo de amostras assistido por radiacdo
micro-ondas com uso de acidos concentrados ja € bem consolidado para a
decomposicédo de diversas matrizes. Por operar em sistema fechado, as perdas
de elementos por volatilizacdo s&o minimizadas, ha menor risco de
contaminacdo quando comparado a decomposicdo em sistema aberto,
dependendo do sistema utilizado para a decomposi¢do pode operar em altas
temperatura e pressdo e o tempo de decomposicdo € reduzido devido ao
aquecimento por radiagdo micro-ondas ocorrer mais rapidamente. Nos ultimos
anos, tem sido proposta a combina¢édo da decomposi¢ao por via Umida assistida
por radiacdo micro-ondas (MW-AD) com acido diluido, pois além de aliar as
vantagens do sistema fechado de decomposicao, utiliza menores volumes e
concentracdo de reagentes devido a regeneracdo do &cido nitrico durante o
processo de decomposicdo.61”

O desenvolvimento de um método de preparo de amostras eficiente, que
minimize as dificuldades observadas no método recomendado pelas
Farmacopeias e que atenda as recomendacdes da Quimica Verde, é
extremamente importante. Dessa forma, no presente trabalho foi desenvolvido o
método de MW-AD com acido diluido para a decomposicdo de Losartana
potassica, Captopril, Maleato de enalaprii e Cloridrato de propranolol,
determinacdo de contaminantes inorganicos como Ag, As, Ba, Bi, Cd, Co, Cu,
Cr, Hg, Mn, Mo, Ni, Sr e V por espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e As e Hg por espectrometria de absorcao
atdbmica (AAS), respectivamente. Foi feita a otimizagcdo da massa de amostra,
concentracdo de &cido, volume de H202 e o programa de aquecimento. Para
avaliar a eficiéncia de decomposicao foram avaliados os teores de carbono
residual (RCC) e acidez residual (RA). Além disso, os resultados obtidos pelo

método proposto foram comparados com os obtidos apds o método de preparo
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de amostra recomendado pela Farmacopeia Brasileira (decomposicdo em forno

mufla) e com o0 método MW-AD com acido concentrado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Farmacos anti-hipertensivos e controle de qualidade

Problemas de pressdo alta atingem bilhdes de pessoas ao redor do
mundo, sendo uma das maiores causas de morte de individuos em diversas
faixas etarias a partir de 18 anos, tendo destaque para idosos. E estimado que
1 a cada 4 homens e 1 a cada 5 mulheres tem problemas com presséao alta. A
elevacdo da pressdo arterial se deve, principalmente, pelo estilo de vida,
sedentarismo, habitos alimentares, vicios relacionados ao alcool e tabagismo,
entre outros fatores sociais e de desenvolvimento. Se a hipertensdo nao for
controlada pode levar a complicacdes, ocasionando insuficiéncia cardiaca e
renal, acidente vascular cerebral e em alguns casos cegueira. E uma doenca
prevenivel que mata milhares de pessoas ao redor do mundo, em torno de 13%
da populacdo mundial. Pode ser controlada com o uso de medicamentos anti-
hipertensivos e alteracdes no estilo de vida, como a pratica de exercicios e o
controle da alimentacéo, por exemplo.*®

Dentre os farmacos anti-hipertensivos mais utilizados no Brasil,
destacam-se principalmente os apresentados na tabela 1, de acordo com
pesquisas realizadas nos anos de 2013 e 2014. Cabe destacar que 0s mesmos
farmacos sao distribuidos para populacdo gratuitamente através de um

programa do Governo Federal (Farmacia Popular).®
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Tabela 1. Farmacos anti-hipertensivos mais utilizados no Brasil em percentual

de uso.

Farmaco %

Hidroclorotiazida 23,9
Losartana Potassica 20,1
Captopril 11,2
Maleato de Enalapril 10,5
Atenolol 9,0
Anlodipino 6,0
Cloridrato de Propranolol 4,1
Furosemida 2,4
Nifedipino 1,8
Clortalidona 1,8

Outros farmacos para tratamento de 93
hipertensao ’

Adaptado de MENGUE et al., 2016.18

Com o avanco da tecnologia, a capacidade de pesquisa, exploracéo e
desenvolvimento de novos farmacos tornou-se cada vez mais acessivel a
industria farmacéutica. Para a confirmacdo da seguranca do farmaco
desenvolvido, métodos sao utilizados para garantir a confiabilidade e a qualidade
do novo produto antes de sua comercializagdo.?1?? Dentre os aspectos mais
importantes no controle de qualidade, as impurezas relacionadas ao processo
de desenvolvimento e fabricacdo dos farmacos merecem destaque. Para
assegurar a padronizacdo, a identificacdo correta dos principios ativos e
excipientes fabricados e a consequente liberacdo do farmaco, alguns requisitos
sdo estabelecidos por Orgdos publicos por meio de normas como as Boas
Praticas de Controle de Qualidade na Induastria Farmacéutica (BPFM),
regulamentada pela ANVISA através da Resolucdo RDC numero 17, de 16 de
abril de 2010.2% Esta resolucéo informa os procedimentos necessarios para a
verificacdo da eficacia de fabricacéo frente a vigilancia sanitaria.?*

Dentre as analises de maior importancia no controle de qualidade de
medicamentos, as impurezas metalicas que podem estar presentes no produto

final € a de maior destaque. A presenca destes elementos se d& devido a
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contaminagdes que podem ocorrer através da matéria prima, dos materiais
utilizados para a producao, dos catalisadores metélicos usados para a sintese,
nos reagentes empregados na fabricacdo e limpeza de equipamentos, entre
outras fontes de contaminacéo, como por exemplo, as embalagens.?2°

A presenca de contaminantes inorganicos no produto final pode causar
sérios riscos aos consumidores, principalmente em medicamentos de uso
continuo, como os anti-hipertensivos, pelo fato de alguns elementos serem
potencialmente toxicos mesmo em baixas concentracdes. Desta forma, a
presenca de contaminantes inorganicos pode causar problemas
comportamentais, psicoldgicos, elevacado da pressdo sanguinea, insuficiéncia
renal e reprodutiva e, em alguns casos, podem ser carcinogénicos.?® 27 Por estes
motivos, agéncias nacionais e internacionais sdo responsaveis por controlar o
limite maximo permitido de alguns metais em produtos farmacéuticos, assim
como recomendar os procedimentos de preparo das amostras e a forma de
determinacao dos contaminantes. Os compéndios oficiais que mais sedestacam
sdo as Farmacopeias Europeia (EP)?®, Americana (USP)?° e a Brasileira
(FB)?°. Dentre os elementos listados pelas Farmacopeias, destacam-se metais
como As, Cd, Pb e Hg. Além destes elementos, as farmacopeias recomendam
também a determinacao de metais utilizados na sintese dos farmacos.

Previamente a determinacao, séo indicados diferentes procedimentos:

Método I: 0 método consiste na dissolu¢cdo da amostra em agua e posterior
adicdo da tioacetamida para a formacédo de sulfetos insollveis de coloracdo
caracteristica. A coloracdo do precipitado € entdo comparada com a coloracéo

do precipitado formado pela solu¢do padrao de Pb.

Método II: as amostras sdo dissolvidas em solvente organico, dioxano ou
acetona (com 15% de &gua) e precipitadas com tiocetamida para a formacéo de
precipitados com enxofre, 0os quais possuem a coloracdo variando do amarelo
ao preto dependendo da quantidade de metais estdo presentes na amostra. A
coloracdo do precipitado é entdo comparada com a coloracdo do precipitado
formado pela solugcéo padréao de Pb.
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Método Ill: consiste na decomposicdo da amostra utilizando acidos
inorganicos concentrados, variando entre a evaporacdo dos acidos em baixas
temperaturas, dissolu¢éo de residuos sob aquecimento, incineragdo e em alguns
casos filtracdo, até que toda a amostra esteja decomposta. Apds, a amostra é
colocada em contato com tioacetamida e a coloracdo do precipitado é entéo

comparada com a coloracdo do precipitado formado pela solugéo padréo de Pb.

Método IV: a amostra é submetida a decomposicdo com agentes oxidantes
em bloco digestor, atingindo temperaturas acima de 100 °C. O digerido é
resfriado e é feita a adicdo de tioacetamida para a formacéo do precipitado. A
coloracédo do precipitado € entdo comparada com a coloracdo do precipitado

formado pela solucéo padréao de Pb.

Método V: caso os preparos indicados anteriormente n&o forem satisfatorios,
utiliza-se a decomposicaopor via iumida em sistema fechado ou o método de
combustédo inciada por radiacdo micro-ondas, onde ap0s a decomposicao, 0s
digeridos sao precipitados com tioacetamida e a coloracéo do precipitado é entédo

comparada com a coloracdo do precipitado formado pela solugéo padréo de Pb.

A Farmacopeia americana, atualizada pela dltima vez em 2015, nao
recomenda mais a utilizacdo de métodos envolvendo forno mufla e determinacao
por precipitacdo de sulfetos. A determinacdo de impurezas metalicas €
recomendada ap0s a decomposicdo em sistema fechado utilizando radiacdo
micro-ondas por ICP-OES ou ICP-MS. Por outro lado, a Farmacopeia Brasileira,
ainda recomenda a utilizacdo dos métodos convencionais. Caso nao seja
possivel realizar a decomposicao dos farmacos utilizando esses métodos (I a IV)
a alternativa é utilizar os métodos de decomposicdo em sistema fechado ou
utilizando a MIC.10

No caso dos farmacos Losartana Potassica, Captopril, Maleato de
Enalapril e Cloridrato de Propanolol, a Farmacopeia Brasileira recomenda o
Método Ill para o preparo das amostras visando a posterior determinacao de
metais pesados.?® Cabe destacar que para a escolha do método adequado
para o preparo das amostras leva-se em conta o conhecimento do analista, os

principios de seguranca e o conhecimento da matriz da amostra, caso a
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monografia de cada farmaco ndo especifigue o método a ser utilizado. Para
todos os anti-hipertensivos utilizados neste trabalho, com excecéo do Cloridrato
de propranolol, o método de preparo de amostra é o Método Ill, recomendado

na Farmacopeia Brasileira.

2.2 Métodos de preparo de amostras

Apesar das Farmacopeias indicarem os métodos de preparo de amostras
gue devem ser aplicados no controle de qualidade dos farmacos, muitas vezes
€ necessario desenvolver novas alternativas, de forma a garantir maior eficiéncia
de decomposicdo, aliado a métodos que atendam aos principios de Quimica
Verde, como menor consumo de reagentes e geracao de residuos, por exemplo.
Cabe destacar que muitos farmacos possuem matrizes complexas, sendo
necessario utilizar métodos de preparo de amostras mais eficientes para garantir
gue os analitos estejam na forma livre em solugéo para posterior determinagao.
Neste sentido, nos ultimos anos alguns métodos de preparo de amostras tém
sido desenvolvidos para a decomposicdo de farmacos. Nesta revisédo
bibliografica serdo abordados somente os métodos de preparo de amostra

empregados para amostras de farmacos.

2.2.1 Decomposigdo com aquecimento convencional
2.2.1.1 Decomposic¢éao por via seca

Na decomposic¢ao por via seca com aquecimento convencional, a amostra
€ colocada em um forno do tipo mufla e aquecida por véarias horas a
aproximadamente 450 a 550 °C. Quando a amostra € colocada sob altas
temperaturas e em contato com o ar, todo o carbono da matriz € convertido a
CO2 e agua, restando apenas 0s constituintes inorganicos na forma de cinzas,
constituidas basicamente de 6xidos de metais que podem ser solubilizadas em
acidos diluidos para posterior determinacéo. Este método é capaz de decompor
grandes massas de amostras sob condi¢des atmosféricas utilizando cadinhos de
um material resistente como platina ou porcelana.30 31. 32

Neste meétodo muitas amostras podem ser decompostas
concomitantemente utilizando grandes massas de amostra, 0 que possibilita a
pré-concentracdo dos analitos nas cinzas apos a decomposi¢cdo. Para a analise

das cinzas, é necessario a solubilizacdo em acidos adequados, geralmente HF,
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que é capaz de solubilizar silicatos e 6xidos ou misturas com acidos oxidantes.
Como o residuo das cinzas € pouco, quando comparado a massa inicial, a
quantidade de &cido necesséria para a solubilizacdo é menor. Porém, algumas
desvantagens sdo observadas como a contaminacdo ambiente e contaminacéo
cruzada, por ser um sistema aberto de decomposicdo e o alto tempo de
decomposicao. Além destas limitacdes, pode-se observar que com o aumento
da temperatura alguns analitos podem ser perdidos devido as suas baixas
temperaturas de volatilizacdo, como € o caso do Hg, As e Se. Outro fator que
pode interferir na decomposicdo eficiente da amostra é a possibilidade de
retencdo do analito nas paredes do recipiente que esta sendo utilizado ou até
mesmo a formacdo de compostos com silicatos ou Oxidos presentes nas
cinzas.®® Para minimizar os erros associados a perdas por volatilizacdo e a
retencdo dos analitos, sdo utilizados aditivos, geralmente acidos inorganicos
como HNO3 e H2S0O4 ou sais como MgO e Mg(NOs)2 que auxiliam no processo
de oxidacdo e convertem as espécies dos elementos volateis em sulfatos ndo
volateis, evitando as perdas. Outro cuidado a ser tomado quando se utiliza a
decomposicdo em sistema aberto em fornos do tipo mufla € o rdpido aumento
de temperatura que pode causar projecdes e perda de amostra e por este motivo
é recomendado trabalhar com rampas de aquecimento.2%-33

S. Razik et al. pesaram aproximadamente 1 g de amostras de plantas
medicinais as quais estavam sendo estudadas, onde estas foram submetidas a
100-120 °C em chapa de aquecimento por 15 min e apoés, levadas a 500 °C por
2 h em forno mufla. Posteriormente, nas cinzas resultantes da decomposicao
foram adicionadas 10 gotas de agua destilada e 4 mL de HNO3 8 mol L? e
levados a condicdo do aquecimento inicial até a secura. O residuo foi,
novamente, levado ao aquecimento a 500 °C por mais 1 hora e apdés o
resfriamento foi feita a adicdo de HCI 6 mol L e foi feita a afericdo com agua
destilada a 25 mL para a determinacao de Cu, Zn, Mn, Fe, K, Ca, Mg, Al, Ba e
B. Recuperacgfes entre 91 a 102% foram obtidas por métodos espectrométricos
utilizando espectrometria de absorcdo atébmica com chama (F AAS) e
espectrometria de emisséo otica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
em 26 amostras de medicamentos fitoterapicos. Mesmo sendo um procedimento
envolvendo diversas etapas, demandando um tempo muito elevado e com

possibilidade de perda dos analitos por volatilizagdo, adsor¢do, contaminacao,
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os autores relataram a possibilidade de utilizar elevadas massas de amostra e a
possibilidade de dissolugdo das cinzas em pequenos volumes de acidos,

resultando em decomposicdes eficientes, sem residuos soélidos e incolores.3*

2.2.1.2 Decomposic¢do por via umida

Este método € baseado na dissolucdo da amostra utilizando é&cidos
inorganicos oxidantes e aquecimento. Pode ser realizado em blocos digestores
ou até mesmo em chapas de aquecimento, sendo considerado um método
simples e de facil manuseio. Na maioria dos casos, amostras organicas nao sao
decompostas totalmente quando apenas um &cido oxidante é utilizado, sendo
necessario o emprego de uma mistura de acidos e/ou a utilizacdo de H202 em
conjunto.?® O HNOs é o &cido mais utilizado, tanto sozinho como em misturas
com outros acidos, isto porque é encontrado facilmente com alta pureza, tem um
alto potencial de oxidacdo e pela formacdo de nitratos solUveis. Quando
combinado com H2SO4 ou com HCIO4, a decomposicdo ocorre de forma mais
efetiva ja que o ponto de ebulicdo da solucdo € aumentado, além da formacéao
de compostos intermediarios de mais facil decomposicdo. Outra mistura que
contribui com o processo de decomposi¢do, principalmente quando ha a
presenca de materiais inorganicos ou onde ha elevada formacao de cinzas, € a
de HCI e HF que sdo capazes de decompor silicatos.33

A escolha do acido a ser utilizado € uma etapa crucial no preparo da
amostra utilizando decomposi¢cdo por via Umida, principalmente porque 0s
analitos estardo na forma de ions apds a decomposicdo, isso influencia
significativamente na escolha da técnica de determinacéo a ser utilizada e as
interferéncias que o acido pode causar. Por utilizar aquecimento convencional,
ndo sdo atingidas altas temperaturas quando comparada com o método de
decomposicao por via seca e, desta forma a perda de elementos por volatilizacao
é menor.2%33

Hooi-Hoon Ang, et al efetuaram a decomposicéo de fitoterapicos oriundos
da Malasia para avaliar se estavam de acordo com as normas regulamentadoras.
Para isso, utilizaram 1,5 g de amostra previamente moida com a adicao de 25
mL de agua régia que foram deixadas sob aquecimento em banho maria por um
longo tempo (em torno de 6 a 8 h) até as amostras estarem completamente

digeridas. Apos a dissolucéo, as amostras foram resfriadas e aferidas ao volume
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de 50 mL com agua destilada para posterior determinacdo de Hg por
espectrometria de absor¢cado atdbmica com geracéo de vapor frio (CV-AAS). De
acordo com a legislacdo do pais o limite maximo de Hg em fitoterapicos é de 0,5
ppm e o estudo mostra que 36% das amostras ultrapassam os limites permitidos

sendo encontrados de 0,52 a 5,30 ppm de Hg nos fitoterapicos.3°

2.2.1.3 Decomposicéo por via umida em sistema fechado

Comparando com o procedimento de decomposicdo em sistema aberto
por via umida, a utilizacéo de sistema fechado minimiza as perdas de analito por
volatilizacédo e contaminacdo. Neste método de decomposi¢céo ocorre o0 aumento
na temperatura de ebulicdo dos acidos utilizados devido ao aumento de presséo
gerado no sistema em decorréncia da utilizacdo de frascos fechados, fazendo
com gue a eficiéncia de decomposicdo seja maior. A amostra € colocada em
frascos adequados com a adicdo de &cidos inorganicos e submetidos a
aguecimento por conducao. Durante o processo de decomposi¢ao, a pressao
gerada no interior do frasco € aumentada fazendo com que a temperatura de
ebulicio do HNOs aumente, porém, a temperatura de trabalho limita-se ao
material que estd4 sendo utilizado. Frascos de politetrafluoretileno (PTFE) por
exemplo, possibilitam trabalhar em uma faixa de aproximadamente 160 a 200 °C
sem gue ocorra nenhuma deformacéo no material.3® Outra limitacéo da técnica
€ a massa de amostra que se restringe pela pressdo maxima que pode ser
suportada pelo frasco, ja que durante a decomposi¢éo sao gerados gases como
NOx e CO2 provenientes da degradacao da matéria organica.

Deve-se considerar, também, a quantidade de acido necessaria para a
decomposicado total a partir da massa de amostra a ser utilizada para que a
decomposicdo seja completa. E recomendado para este tipo de método a
utilizacao de até 0,2 g de amostra, justamente pelo cuidado a ser tomado com a
pressdo evitando acidentes que podem ser causados pelo aumento de
pressao.33

A decomposicao por via umida em sistema fechado foi proposta por S.
Ahsan et al*® para decomposicdo de suplementos de célcio para posterior
determinacdo de Cd por espectrometria de absorcdo atdbmica e atomizacao
eletrotérmica (ET AAS) com a utlizacdo de modificador quimico. Os

medicamentos foram decompostos por via Umida em sistema fechado utilizando
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5 g de amostra, 3 mL de H202 30%, e 1 mL de HNO3 0,05 mol L'! e aquecimento
a 120 °C por 3 h em bloco digestor. Apds, as solugdes foram diluidas com 4gua
destilada a 10 mL. Também foi feita a andlise direta da amostra com 0,2 g de
amostra cominuida a 3 mm, diluida em 10 mL de agua destilada e
homogeneizada com agitador ultrassénico por 5 min. Recuperacdes de 103 a
106% foram obtidas para Cd, com desvio padréo relativo (RSD) de 5 a 17%. O
limite de detecgédo (LD) encontrado para Cd foi de 17 pg mL™.

2.2.2 Métodos de decomposicéo assistidos por radiagdo micro-ondas
2.2.2.1 Combustao iniciada por micro-ondas

Métodos de combustdo sdo baseados na decomposicdo da matéria
organica na presenca de oxigénio, onde esta € convertida a CO2 e H20. O
método de combustao iniciada por radiacdo micro-ondas (MIC) é realizado em
frascos fechados de quartzo pressurizados com oxigénio. A amostra € colocada
sobre um suporte de quartzo, juntamente com um disco de papel filtro umedecido
com uma solucéo de nitrato de amonio, geralmente é utilizado NH4NOs 6 mol L-
1. A decomposicdo é realizada apds a ignicdo da amostra pela incidéncia da
radiacdo micro-ondas e, apds a completa combustdo, os vapores gerados sédo
retidos em uma solugéo absorvedora colocada inicialmente no interior do frasco.

O inicio da combustao se da pela interacdo das micro-ondas geradas com
o nitrato de amonio presente no papel filtro, causando uma degradacéo
exotérmica do papel filtro que, em contato com o ambiente rico em oxigénio, da
inicio ao processo de combustdo da amostra. A queima ocorre de maneira
rapida, aproximadamente, em 10 s. Quando a amostra entra em combustdo
ocorre um rapido aumento na temperatura do sistema, podendo atingir mais de
1200 °C.%037 A pressdo no interior do frasco durante a queima da amostra
também aumenta rapidamente, podendo chegar a 50 bar de acordo com a matriz
e a massa de amostra utilizada. Ao final da queima, a presséo no interior do
frasco diminui e o sistema pode ser irradiado novamente com micro-ondas para
que a solugéo absorvedora entre em ebulicdo e ao atingir a superficie mais fria
do frasco, condense, gerando uma espécie de refluxo da solugcéo no interior do
frasco. Essa etapa de refluxo permite a lavagem mais eficiente do sistema e faz
com que a absorgao dos elementos na solugéo seja mais eficiente. Um ponto a

ser observado com a utilizagdo da MIC é a possibilidade de usar acidos diluidos
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e até mesmo agua como solucdo absorvedora, a qual deve ser escolhida de
acordo com o analito.*230

Como a decomposi¢cdo por MIC estd baseada em uma reacdo de
combustdo, o procedimento é bastante rapido, além de promover valores de
RCC mais baixos devido a alta eficiéncia de decomposicdo. Por trabalhar em
sistema fechado, as perdas por volatilizagdo sdo minimas ou inexistentes e ha
possibilidade de monitoramento da pressao e temperatura, 0 que é um aspecto
importante por questao de seguranca. Quando comparado com a combustdo em
sistema aberto, ha uma limitacdo quanto a massa de amostra a ser utilizada,
sendo recomendados até 1 g quando utilizada a MIC, justamente pelo limite de
pressdo no interior do frasco.3338 No entanto, alguns trabalhos publicados na
literatura j& mostram que dependendo da matriz da amostra, massas maiores
podem ser utilizadas.

Costa et al utilizaram a MIC para a decomposicdo de massas maiores que
1 g (1,1 g) de mel, utilizando 400 mg de celulose microcristalina e invélucro de
polietileno para a posterior determinacao de Br e | por ICP-MS. No procedimento
foram utilizados 6 mL de NHsOH 50 mmol L' como solugdo absorvedora,
obtendo LD de 6 e 34 ng g para | e Br, respectivamente. Para avaliar a eficiéncia
da MIC, foi feito 0 RCC (< 1%) e para a avaliar a exatiddo do método materiais
de referéncia certificados (CRMs) foram utilizados, obtendo recuperacdes de 101
e 105% para Br e 98 e 106% para |.3°

A decomposicéo por MIC foi estudada por Nam et al 3’ que avaliaram a
eficiéncia de decomposicéo de produtos farmacéuticos para a determinagao de
metais classe 1 (As, Cd, Hg e Pb) e classe 2 (Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pd, Pt, V, Os,
Rh, Ru e Ir), classificados pela Farmacopeia Americana por ICP-MS. Cerca de
400 a 700 mg de amostras de aspirina foram moidas e submetidas a
decomposicdo por MIC utilizando 1,5 mol L* de NH4sNOs como iniciador de
combustdo, 5 mL de HNOs 20% (v/v) como solucdo absorvedora e os frascos
foram pressurizados com 20 bar de Oz. O programa de aquecimento utilizado foi
1400 W por 1 min e 30 s min e 1000 W por aproximadamente 25 min para etapa
de refluxo, seguido da etapa de resfriamento por 30 min. Para avaliar a eficiéncia
da MIC, foram avaliados os teores de RCC os quais foram < 1% para todas as
amostras. Recuperacdes de 100 = 5% e limites de detec¢cdo menores que 0,01

pg/g foram obtidos para todos analitos apds a determinagéo por ICP-MS.
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Barin et al*® avaliaram o mesmo método para a decomposicdo de
farmacos triciclicos para a determinacao de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS. Usando
comprimidos da amostra de 500 mg e 40 pL de NH4NOs 6 mol L como iniciador
de combustdo, a solucdo absorvedora foi avaliada variando a concentracéo
HNOz(1, 7 e 14,5 mol L?). Utilizando HNO3s 7 mol L* como solucéo absorvedora,
o método foi adequado para a decomposicao dos farmacos triciclicos por MIC
para a determinacéo por ICP-MS, obtendo LD de 0,011, 0,002, 0,010 e 0,013 pg
g! para As, Cd, Hg e Pb, respectivamente. Para avaliar a eficiéncia de
decomposicdo foi avaliado o RCC o qual foi menor que 1% para todas as
amostras. O método ainda foi comparado ao método recomendado pela
Farmacopeia Americana e com os métodos de MW-AD e o sistema de digestéo
em alta pressdao (HPA). Para o método recomendado pela Farmacopeia
Americana o qual recomenda a decomposi¢cao em sistema aberto em forno mufla
a 500 - 600 °C, foi observada significativas perdas por volatilizacdo de todos os
analitos. Quando utilizado MW-AD como preparo de amostras, a decomposi¢céo
nao foi eficiente, sobrando residuos solidos ao final da decomposicdo. Os
métodos mais eficientes para a decomposicdo dos farmacos triciclicos foram
MIC e HPA, porém quando utilizado o HPA com a massa de 500 mg foram
observados residuos sdlidos, tendo que ser utilizada uma menor massa de
amostra e maior tempo de decomposi¢do. Sendo assim, o método de MIC foi
considerado o mais adequado para a decomposicéo de farmacos triciclicos para
determinacao de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS obtendo recuperagdes na faixa de
94 a 103%.

2.2.2.2 Decomposicgdo por via Umida assistida por radiacdo micro-

ondas
E conhecida e amplamente utilizada a decomposicdo de amostras
organicas com a utilizagdo de &cidos inorganicos. Porém, quando utilizado
sistema aberto e aguecimento convencional, observa-se algumas desvantagens
como a limitacdo da decomposicdo pelo ponto de ebulicio do acido e
principalmente a perda dos elementos por volatilizacdo. Quando é utilizado
sistema fechado, as perdas por volatilizacdo sdo praticamente eliminadas. 4132,
Uma alternativa para o aquecimento mais rapido do sistema de

decomposicdo € o uso de radiacdo micro-ondas. O processo de aquecimento
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consiste na absorcao da energia micro-ondas gerada e incidida sob uma fase
liquida para que se dé o aquecimento através de fenbmenos sinérgicos, fazendo
com que a solugéo entre em ebulicdo de maneira mais rapida. Quando € utilizado
um sistema fechado, € gerada uma pressédo no interior do frasco reacional,
fazendo com que a temperatura de ebulicdo da solucdo aumente.

Assim como os demais métodos que utilizam decomposi¢do em sistemas
fechados, um dos limitantes € a massa de amostra utilizada. Atualmente, os
fornos comerciais possibilitam o monitoramento da temperatura e presséo, o que
acaba permitindo a decomposicdo simultdnea apenas de amostras
semelhantes.®®

Muller et al 4> compararam dois sistemas de decomposicédo assistidos por
micro-ondas em camara Unica de reacao que trabalha em pressfes maximas na
faixa de 199 bar para a decomposicao de Levododopa, Difosfato de primaquina,
Cloridrato de propranolol e Sulfametoxazol. Apés a decomposicéo foi feita a
determinacao de Cr, Cu, Ir, Mn, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V, por ICP-MS.
No método utilizando camara uUnica de reacdo foram otimizadas a massa de
amostra (100, 250 e 500 mg) e a solucdo de decomposicdo, onde foram
avaliadas (i) 6 mL de HNOs concentrado, (ii) 6 mL de agua régia (1,5 de HNOs +
4,5 HCI) e (iii) 6 mL de &gua régia invertida (1,5 mL de HCI + 4,5 mL de HNO3)
utilizando como programa de aquecimento de 10 min de rampa até 1400 W, 20
min de permanéncia em 1400 W e 20 min de resfriamento. Ao final das
otimizacdes foi observado que quando foi utilizado agua régia, a decomposicao
dos farmacos néo foi eficiente, restando residuos soélidos. Quando foi utilizado
agua régia invertida, apenas o farmaco Levodopa foi decomposto
eficientemente. A decomposicéo de todos os farmacos foi completa quando foi
utilizado somente HNO3 concentrado na etapa de preparo das amostras. Na
avaliacdo da massa de amostra foi observado que quando utilizadas massas de
500 mg, todos os farmacos, com excecdo da Levodopa que apresentou RCC
menor que 1%, apresentaram teores de C em solu¢&o maiores que 250 mg L o
que pode ocasionar interferéncias na etapa de determinacdo por ICP-MS,
principalmente na determinagéo de Cr e As. Sendo assim, a massa de amostra
dos farmacos avaliados foi limitada em 250 mg. Sendo assim, foi possivel

através da decomposicéo assistida por radiacdo micro-ondas e sistema Unica de
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reacdo a decomposicéo de 500 mg de amostra utilizando HNO 14 mol L para a
determinacéo de As, Cd, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb e V.#?

2.2.2.3 Decomposicgdo por via Umida assistida por radiagdo micro-
ondas com acido diluido

J& se conhece as vantagens da utilizacdo de HNO3s concentrado para a
decomposicdo de amostras organicas e inrogancas. Essas vantagens estdo
associadas, principalmente, ao alto poder oxidante que o acido apresenta.*® A
utilizacao de acidos diluidos para a decomposi¢cao é uma alternativa viavel para
0 preparo de amostras visando menor custo e menor geracdo de residuos,
atendendo a um dos principios da Quimica Verde. Além disso, 0 uso de acidos
diluidos leva a diminuicdo dos valores de branco, as solu¢des sao de mais facil
introducd@o nos equipamentos que operam com sistemas de nebulizacdo, reduz
etapas de diluicdo e os limites de deteccdo e quantificacdo sdo menores.*44!

A eficiéncia de decomposicdo associada ao uso do &cido diluido se da
devido as altas temperatura da solucédo e pressao no interior do frasco, as quais
sdo responsaveis pela capacidade de regeneracdo do acido. Para que a
regeneracao ocorra € necessario basicamente duas condicfes: presenca de Oz
na fase gasosa e um gradiente de temperatura entre a fase liquida e a fase vapor
no interior do frasco de decomposicédo.*® Esse gradiente de temperatura se da
pela diferenca de temperatura entre a solucdo de decomposicédo, a qual absorve
a radiacdo micro-ondas e aquece rapidamente e a fase vapor que estd em uma
temperatura menor por nédo absorver a radiacdo e aquecer mais lentamente.*6

Quando se utiliza volumes menores de acido pode ser necessario utilizar
reagentes auxiliares para garantir a completa decomposi¢cdo da amostra. Um
reagente de alto poder oxidativo que € comumente utilizado é o H202. Além de
auxiliar no processo de decomposicao, sua decomposicao do leva a geracao de
O2 e H20 como mostra a reagao abaixo:

2 H202(aq) = 2 H20() + O2(q)

Como serd mostrado a seguir, para que ocorra a regeneracdo do HNOs3,
€ necessdaria uma fonte de O2. Sendo assim, o H202, além de auxiliar no
processo de decomposicao, serve como fonte de Oz para a regeneracédo do
HNO:s.
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A medida que ocorre a decomposi¢éo da matéria organica sio gerados
vapores de CO2, H20 e NO. O O:2 disponivel na fase gasosa oxida o NO
produzido, gerando NO2 como mostram as reacdes abaixo:

(CH2)n +2 HNO3(ag) — CO2(g) +2 NO(g) +2 H20)
2 NO(g) + Oz2(g) — 2 NO2()

O gradiente de temperatura entre a fase liquida e fase vapor no interior do
frasco é responséavel pela condensacdo do NO:2 produzido, o qual é reabsorvido
formando novamente o HNOs, que acaba sendo regenerado:

2 NO2(g) + H20() — HNO3(aq) + HNO2(aq)
2 HNO2(ag) — H20() + NO2(g) + NO(g)

O HNO:2 formado é absorvido em agua, formando novamente NO e NO2
que irdo dar sequéncia ao ciclo de regeneragdo do HNO3s*® como mostra a figura
1.

NOy) + Ozg) mmmms NOyq

co“?l
| H;0,
H,0y

HNO o]
HNO34q) HNO3(.q)

I (CH2)n I
Figura 1. Processo de regeneragdo do HNOs no interior do frasco. Adaptado de
Flores, E. M. M 37

Este método de decomposicdo jA foi empregado com sucesso para
diversas matrizes, como combustiveis'®, alimentos*’, plantas medicinais*' e
farmacos?®.

A eficiéncia do método de decomposicdo por via Umida assistida por
radiacéo micro-ondas com acido diluido ja foi comprovada por Miller et al ! para
a decomposicao de plantas medicinais e determinacéo de As, Cd, e Pb por ICP-
MS e Hg por IF-CVG. No trabalho, foram avaliadas massas de 300 a 500 mg de
Passiflora incamata L. e Paullinia cupana e HNOs3 2, 4, 7, 10 e 14 mol L. O
programa de aquecimento de 20 min a 1400 W de rampa até 200 °C,

permanéncia de 20 min em 1400 W e 20 min de resfriamento. Para a avaliacao
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da eficiéncia do método foi realizado as medidas de RCC e RA para cada uma
das amostras, onde foi obtido o RCC menor que 320 mg L de C para ambas as
amostras e RA menor de 33% para Passiflora e menor de 22% para Paullinia
quando utilizados 500 mg de amostra e HNOz 4 mol L. Para avaliar a exatiddo
do método foram utilizados os CRMs Peach Leaves (NIST 1547) e Olive Leaves
(BCR 065) encontrando concordancia maior que 95% com os valores
certificados. Além disso, 0s ensaios de recuperacao obtiveram resultados entre
96 e 103%. Os LDs obtidos foram de 0,004 a 0,02 pg g* os quais estdo em
concordancia com os recomendados pela Farmacopeias Americana. Como
método comparativo, foi feita a decomposi¢cdo das amostras pelo método
recomendado pela para cada uma das amostras. Utilizando o Método Il da
Farmacopeia Americana, a qual recomenda a utilizacdo de &cidos concentrados,
aguecimento convencional e forno mufla, foi observado pelos autores a perda de
Hg e Pb por volatilizagéo.®

O método utilizando decomposi¢éo por via Umida assistido por radiacao
micro-ondas e acido diluido foi avaliado por Pinheiro®® et al para a decomposicéo
de farmacos de diferentes classes, dentre eles um anti-hipertensivo. No trabalho,
foram avaliadas 3 solugcdes de decomposicdo A&gua-régia invertida
(procedimento de referéncia), HNO3 2 e 7 mol L para a decomposi¢édo de 500
mg de farmacos de classes distintas para a determinacdo de contaminantes
inorganicos por ICP-OES e ICP-MS de acordo com os capitulos 232 e 233 da
Farmacopeias Americana. Foi feita a avaliagdo da decomposicdo parcial e
completa dos farmacos e as possiveis interferéncias causadas nas técnicas de
determinacdo. As decomposicdes com acido diluido 2 mol L't e 7 mol L foram
comparadas ao método de decomposi¢cdo com agua régia invertida. Quando
comparados os métodos de decomposicéo, foi observado que das 9 amostras,
3 delas foram decompostas utilizando HNOs 7 mol L't a 220 °C, enquanto 2
amostras decompuseram totalmente com HNOz 2 mol L. Cabe destacar que a
amostra de anti-hipertensivo utilizada no trabalho ndo decompés com nenhuma
das solugBes propostas. Interferéncias causadas pela presenca de C em solugéo
nas decomposi¢des ndo foram observadas em nenhuma das solugdes obtidas,
sendo observadas apenas interferéncias de transporte ou efeitos energéticos no
plasma, as quais foram contornadas com o uso de padrao interno. Durante o

desenvolvimento do trabalho ndo foram observadas diferencas significativas
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entre 0 método proposto e o método considerado referéncia (em um nivel de
confianga de 95%), obtendo recuperagdes entre 70 e 138% para a determinacao
em ICP-OES e 72 a 128% para ICP-MS e limites de detecc¢éo estando de acordo

com a faixa estabelecida pela USP 232.

2.4  Determinacdo de metais em farmacos

Em farmacos, a determinagcdo de metais pesados exige que as técnicas
tenham um limite de deteccdo adequado, que seja capaz de atender os limites
propostos pela legislagdo. Por este motivo, sdo utilizadas técnicas mais

sensiveis, como espectrometria atdbmica e técnicas que utilizam plasma.

2.4.1 Espectrometria de absor¢cdo atbmica com geracdo quimica de vapor
(CVG-AAS)

Na técnica de espectrometria de absor¢cdo atbmica com geracdo quimica
de vapor, hidretos volateis de elementos como, Sh, As, Bi, Pb, Sn, Se, Ge, Hg e
Te, sdo formados a partir da reacdo quimica com acidos diluidos e solucdes
redutoras como NaBH4. A formacdo dos hidretos leva a conversédo total do
elemento da solucdo, assim é possivel a introducdo de 100% do analito no
atomizador aumentando significativamente a sensibilidade da técnica.*® 4° As
espécies volateis sdo separadas da fase liquida, condensadas e carreadas até
uma cela de quartzo aquecida por uma chama ou aquecimento eletrotérmico,
gue fica posicionada sobre o atomizador.

Como em todo o método analitico de determinagdo, ha a influéncia de
interferentes na etapa de determinac¢do. Na geracdo quimica de vapor, as
interferéncias sao relacionadas a fase condensada, a fase gasosa e as
interferéncias espectrais. Pode ocorrer na solucdo da amostra a presenca de
concomitantes geradores de hidretos, o que leva a formacao incompleta do
hidreto da espécie de interesse. Outro fator importante € o estado de oxidacéo
em que o elemento se apresenta, podendo levar a formagdes lentas dos hidretos
em estados de oxidagcdo mais elevados e para garantir a formacao total dos
hidretos, etapas de pré-reducéo ou oxidacdo s&o necessarias.®® E observado
também que, em algumas solucdes, ocorre a formacao de espuma e precipitados
gue, juntamente com a quantidade e tipo de acido utilizado inadequadamente no

processo de reducdo, pode limitar a liberacdo dos hidretos. Interferéncias
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espectrais sdo as menos encontradas na geracao quimica de vapor, pois séo
contornadas, principalmente, pela separacdo efetiva dos analitos da matriz e
pelos hidretos gerados absorverem apenas a radiacéo incidida sobre eles. 48

2.4.2 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS)

A determinacé&o elementar por ICP-MS possui vantagens que superam as
demais técnicas no sentido de limites de deteccéo, na faixa de ppt a ppb, e a
possibilidade de determinacdo multielementar. Baseia-se na formacédo de
espécies carregadas positivamente em um plasma de alta temperatura
(aproximadamente 5500 °C) formado a partir da ionizacdo de um gés inerte,
como argbnio. Apés serem produzidos, os ions sdo transportados por diferenca
de pressao por cones metalicos com diametros muito pequenos, na faixa de 0,6
a 1,2 mm e direcionados para o separador de massas, constituido por barras
magnéticas, no caso do quadrupolo por exemplo, onde sdo aplicadas campos
elétricos e magnéticos em pulsos diferentes, ocorrendo a separacao dos ions em
funcdo de sua m/z.5%:52

Por ser uma técnica de alta sensibilidade, ha a tolerancia em alguns
aspectos como os niveis de sais e solventes que podem ser introduzidos no
eguipamento, pois podem ocorrer entupimentos, principalmente nos cones de
amostragem. Outro problema causado por sais e solventes esté relacionado com
a formacao e temperatura do plasma. Por exemplo, um excesso de sais a base
de Na pode ocasionar a forma¢édo de um plasma de sddio devido a sua baixa
energia de ionizacdo, ocorrendo mais rapidamente que o Ar® Ja o caso de um
excesso de C em solucdo, acaba resfriando o plasma devido a alta energia
necessaria para a ioniza-lo, além de ocorrer a formacdo de espécies
poliatbmicas com o C de mesma m/z que o analito.>3%* Semelhante as espécies
poliatdmicas formadas, pode ocorrer interferéncias isobaricas, onde diferentes
elementos podem ter isébaros de mesma m/z, como por exemplo os is6topos
8Ni e o %8Fe.

A presenca de &cidos concentrados, provoca sérias interferéncias na
etapa de determinacdo pela alteracdo na viscosidade da solucdo e por sua
capacidade corrosiva que pode causar danos sérios ao equipamento, sendo

necessario uma etapa de diluicdo da amostra. O uso do padréo interno pode
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contornar essas diferencas causadas na etapa de nebulizacdo da amostra.
Dessa forma, com um método de preparo de amostras eficiente, resultando
baixos teores de RCC e RA as interferéncias nas etapas de determinagdo sao
minimizadas.
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3 OBJETIVO

O objetivo principal do trabalho foi o desenvolvimento de um método de
preparo de amostras para a decomposicdo de farmacos anti-hipertensivos
utilizando decomposicdo assistida por radiagdo micro-ondas com é&cido diluido
para a posterior determinacdo de As e Hg por CVG-AAS e Ag, Ba, Bi, Cd, Co,
Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Sr e V por ICP-MS.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

i) otimizar o método de decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas com
acido diluido através do estudo da massa de amostra, concentracdo de acido
nitrico, volume de peroxido de hidrogénio, dentre outros;

i) avaliar a eficiéncia do método proposto através da determinacdo do teor de

carbono residual e acidez nas solucgdes obtidas;

iii) avaliar a exatiddo do método proposto através do uso de materiais de

referéncia cerificados;

iv) comparar o método desenvolvido com o método de decomposicao assistida

por radiacdo micro-ondas com acido concentrado;

v) comparar o meétodo desenvolvido com o método recomendado pela

Farmacopeia Brasileira (método Ill) baseados na decomposi¢cdo em forno mufla.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacgéao

A decomposicdo por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas em
sistema fechado com &cido diluido foi realizada em forno de micro-ondas
MultiwvavePRO, marca Anton Paar, com rotor modelo 8NXQ80, equipado com
oito frascos de quartzo com volume interno de 80 mL. O sistema possui sensores
que permitem medir a temperatura e a pressao em tempo real, com temperatura
e pressdo maximas de trabalho limitadas em 280 °C e 80 bar, respectivamente.
Este sistema também foi utilizado para decomposicédo das amostras por MW-AD
com acido concentrado.

Para a determinacdo de metais pesados através do Método Il
recomendado pela Farmacopeia Brasileira, foram utilizados chapa de
aquecimento (IKA, modelo C-MAG HS 7) com temperatura maxima de 250 °C e
forno mufla (QUIMIS, modelo Q318).

As pesagens foram efetuadas em balanca analitica digital com preciséo
de 0,00001 g, marca Mettler Toledo, modelo X5105, com capacidade maxima
para 120 g.

Um titulador automatico (Methrom, modelo Titrando 905) equipado com
uma bureta de 20 mL (Dosino 800), agitador automatico (801 Stirrer) e eletrodo
de pH combinado para titulagio em meio aquoso (LL Unitrode, modelo
6.0258.600) foram utilizados para a determinacdo da acidez residual das
solucBes finais obtidas ap6s MW-AD com &cido diluido e acido concentrado.
Para determinacéo do teor de carbono organico total foi utilizado um analisador
Multi N/C (AnalytikJena, modelo 2100S) com detector de infravermelho (Focus
Radiation NDIR Detector®), equipado com auto amostrador (AS60).

A determinacgao de Ag, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Sr e V foi feita
por ICP-MS utilizando um equipamento modelo 7900 (Agilent Technologies),
dotado de célula de colisdo com géas hélio, camara de nebulizac&o tipo Scott de
duplo passo e nebulizador concéntrico de vidro (MicroMist, Agilent).

Argbnio com pureza de 99,996% (White Martins — Praxair) foi utilizado

como gas principal, auxiliar e de nebulizacdo. Para o ajuste das condictes
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experimentais do equipamento de ICP-MS foram monitoradas as m/z dos
isotopos Li’, Y& e TI205,

Para a determinacdo de As foi utilizado um espectrometro de absorgéao
atbmica AA-700 (Shimadzu) e Hg foi utilizado um espectrometro de absorcéo
atdbmica AAnalyst 200 (Perkin Elmer) acoplado ao sistema FIAS 100 (Perkin
Elmer). Para a determinacdo de As foi utilizada uma lampada de catodo oco
operando a 193,7 nm e 12 mA. Para a determinacao de Hg foi utilizada lampada

de descarga sem eletrodo, operando em 253,7 nm e 200 mA.

4.2 Materiais e reagentes

Para o preparo de todas as solucbes e amostras foi utilizada agua
purificada (com resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C), em sistema Milli-Q®
(Millipore).

Para a decomposicdo por MW-AD com &cido diluido e com acido
concentrado foram utilizados &cido nitrico 65% (m/m) (Merck), purificado por
destilacao abaixo do ponto de ebulicdo em sistema sub-boiling (Berghof, modelo
Distillacid BSB-939-IR). No método de MW-AD com &cido diluido também foi
empregado peréxido de hidrogénio (Merck, 30%).

Para a avaliacdo da eficiéncia da decomposicdo através da determinacéo
do teor de carbono organico total foram preparadas solu¢des de calibracdo na
faixa de 0,5 a 500 mg L! de C em &agua a partir de uma solugdo de
hidrogenoftalato de potassio (Synth, 99,5%). Foram utilizadas como condi¢des
para a determinacédo do carbono organico total a temperatura do forno de 850
°C, para remocéao do carbono inorganico dissolvido foi purgado Oz durante 3 min,
500 pL de amostra foram injetados e 10 min de integracéo de sinal.

A determinagéo de acidez residual foi realizada com uma solugéo de
hidroxido de potassio (Vetec, 85%) 0,1 mol L previamente padronizada com
biftalato de potassio (Synth, 99,5%) na mesma concentragao.

Os reagentes tioacetamida (Vetec, 99%), acido acético (Synth, 99,7%),
hidroxido de aménio (Synth, 27%), glicerina (Alphatec, 99,5%), acido sulfdrico
(Merck, 95-97%), acido cloridrico (Merck, 37%), acido nitrico (Merck, 65%),
acetato de amonio (Vetec, 98%) e hidroxido de sodio (Vetec, 99%), empregados
na etapa de determinacdo de metais pesados por precipitagcdo de sulfetos

conforme recomendagéo da Farmacopeia Brasileira, foram de grau analitico.
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4.3 Amostras e materiais de referéncia certificados

As amostras usadas nos experimentos foram principios ativos adquiridos
em farmacias de manipulacéo locais, na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil. Cada uma delas foi identificada de acordo com as legendas

mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Legendas para a identificacdo das amostras.

Farmaco Legenda Férmula
Captopril CAP CoH15NO3S
Cloridrato de propanolol PROP C16H21:NO2.HCI
Losartana potassica LOS C22H22CIKNsO
Maleato de enalapril ENA C20H28N205.C4H404

Para a avaliacdo da exatiddo do método proposto foi utilizado material de
referéncia certificado 1567a (wheat flour) da National Institute of Standards and
Technology (NIST). Além disso, para avaliar a exatiddo na etapa de
determinacao dos analitos por ICP-MS foi utilizado o CRM NIST 1643F (Trace

elements in water).

4.4 Preparo das amostras

4.4.1 Decomposicao assistida por radiagdo micro-ondas com &cido diluido
e com acido concentrado

Para a decomposicao das amostras por via Umida assistida por radiacéo
micro-ondas com acido diluido, uma determinada massa de amostra
(dependendo do farmaco) foi pesada e transferida para os frascos da
decomposi¢cdo. Em cada um dos frascos, foi adicionado 6 mL de HNOs 3,75 mol
Lt e 2 mL de H20:2 e, logo apés os frascos foram fechados, colocados no rotor
e submetidos ao programa de aquecimento. O programa de aguecimento
consistiu em 10 min de rampa até 1200 W, permanéncia por 20 min nesta
poténcia e resfriamento a 0 W por 20 min. Ao final do programa de aquecimento,
os frascos foram abertos e a solucao transferida para frascos de polipropileno e

aferidos a 25 mL com agua destilada.
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Para comparacdo dos resultados obtidos pelo método de preparo de
amostra proposto, as amostras foram decompostas por MW-AD utilizando &cido
concentrado. Para isso, a mesma massa de amostra utilizada no método de
decomposicdo com acido diluido foi pesada em papel de pesagem e transferida
para os frascos de decomposicéo. Foi feita a adicdo de apenas 6 mL de HNO3
aproximadamente 14 mol L sobre a amostra, os frascos foram fechados e
colocados no rotor. O programa de aquecimento foi o0 mesmo utilizado para a
decomposicdo com acido diluido. Ao final do programa, os frascos foram abertos
e a solucdo de cada um dos frascos de decomposicao foi transferida para frascos

de polipropileno e aferidas a 25 mL com agua destilada.

4.4.2 Ensaio limite para metais pesados — Método IlI

O método recomendado pela Farmacopeia Brasileira foi realizado de
acordo com a monografia de cada farmaco. Para todos eles, é recomendada a
determinacdo de metais pesados através do Ensaio Limite para Metais Pesados
apos o preparo das amostras pelo Método Ill. Segundo recomendacéo das

Farmacopeias, as amostras foram pesadas de acordo com a seguinte equacao:

2
(10001)

Onde [ é o limite permitido de metais pesados na amostra, em
porcentagem (%).

ApoOs pesadas, as amostras foram umedecidas com em torno de 3 a 4
gotas de H2SO4 concentrado com uma pipeta de Pasteur e, logo apdés,
submetidas a incineracdo em baixa temperatura, em torno de 125 °C. Ao estarem
totalmente carbonizadas, foram adicionados 2 mL de HNOs concentrado e 5
gotas de H2SO4 e submetidos novamente a aquecimento até vapores brancos
desprenderem da amostra. Apos os vapores desprenderem, as amostras foram
submetidas a incineracdo em forno mufla em temperatura entre 500 e 600 °C.

Ao final da incineracdo, 4 mL de HCI concentrado foram adicionados aos
cadinhos e esses foram submetidos ao aquecimento em banho-maria por 15 min
com tampa. Passado o tempo, os cadinhos foram abertos e o acido foi
evaporado. O residuo ao final da digestao foi, entdo, redissolvido com 1 gota de

HCI concentrado e 10 mL de agua quente e deixado em banho-maria por mais 2
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min. A solucgéo foi alcalinizada com NH4OH, diluida a 25 mL com agua ultra pura
e 0 pH ajustado com CH3COOH entre 3 e 4.

A determinacédo de As, Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pd, Pt, V, Ir, Os,
Rh e Ru foi feita a partir da precipitacdo dos metais com tioacetamida para a
formacao dos respectivos sulfetos. Para o preparo da solucdo de tioacetamida,
foram seguidas as normas da Farmacopeia Brasileiral®, onde 4 gramas do sal
foram pesados e solubilizados em 100 mL de dgua. Em 20 mL de glicerina, foram
adicionados 0,2 mL da solucéo de tioacetamida preparada anteriormente e 1 mL
de NaOH 1 mol L"! e aguecido em banho-maria por 20 s.

Em cada uma das amostras decompostas e tratadas conforme
mencionado anteriormente, foram adicionados 2 mL de solucdo tampéo acetato
de pH 3,5 e 1,2 mL da solucéo de tioacetamida em glicerina. Apés um repouso
por 2 min, a coloracdo da solugéo resultante foi comparada com a coloracdo
desenvolvida por uma solucédo padrdo de Pb de 10 mg L a qual também passa
pelo mesmo procedimento de precipitacdo com tioacetamida.

4.5 Avaliacao da eficiéncia de decomposicéao

A avaliacéo da eficiéncia de decomposicao para os métodos MW-AD com
acido diluido e com acido concentrado foi feita a partir da determinagéo de RA e
RCC nas amostras decompostas. Para a avaliacdo da RA as amostras foram
tituladas em titulador automatico com KOH 0,1 mol L1 e expressas em percentual
em relacdo ao conteudo &cido inicial da decomposi¢cdo. O teor de carbono
restante na solucéo foi calculado considerando o teor de carbono organico total
em solucédo, determinado nas amostras ap6s decomposi¢ao, em relacéo ao teor
de carbono organico total presente em cada amostra. O teor de C inicial de cada
farmaco foi calculado a partir de sua férmula molecular, indicada na respectiva
monografia da Farmacopeia Brasileira, considerando que os principios ativos

sdo substancias puras.

4.6 Determinacao de contaminantes inorganicos em farmacos por
AAS e ICP-MS

A determinacao de As e Hg foi realizada por espectrometria de absorgao
atbmica com geracao quimica de vapor (CVG-AAS). Para Asfoi utilizada uma
cela de quartzo, aquecida a 900 °C, NaBH4 0,4% em NaOH 0,5% como agente
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redutor e HCI 5 mol L%, Para a determinacéo de Hg a cela de quartzo foi aquecida
a 100 °C e utilizados NaBH4 0,75% em NaOH 0,5% como agente redutor e HCI
1 mol L1. As curvas de calibracéo foram feitas com padrées monoelementares
delad4dpuglL?!paraAse 1,5a20ugL?para Hg. As vazdes dos reagentes e

condicBes operacionais sdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3. Parametros instrumentais para a determinacao de As e Hg utilizando
o sistema FIAS.

Parametros FIAS As Hg
Comprimento de onda (nm) 193,7 253,7
Fluxo de NaBH4 (mL min%) 2 3
Fluxo de HCI (mL min') 2 6,2
Fluxo de Ar (mL min') 70 50
Volume de amostra (uL) 500 500

A determinacéo de °7Ag*, 13¥Ba*, 299Bj*, 114Cd*, 5°Co*, 53Cr*, 83Cu*, °Mn*,
9BMo*, ONi*, 88Sr* e 51+ foi realizada apés otimizadas as condi¢cdes operacionais
do sistema automaticamente com uma solugdo Tunning, a qual monitora o
sistema através das m/z de 7, 89 e 205, também foram monitoradas as taxas de
formacdo de 6xidos (m/z 156/140) e cargas duplas (m/z 70/140) nos modos sem
gas de colisdo (1,163 de formacdo de Oxidos e 1,079% de carga dupla,
respectivamente) e com gas de colisdo (0,380 e 1,104%, respectivamente). O
equipamento foi calibrado com solucbes preparadas a partir de um padréo
multielementar de concentracdes de 0,1 a 10,0 ug L. A tabela 4 mostra as

condi¢cBes operacionais otimizadas para as medidas por ICP-MS.

Tabela 4. Condicdes operacionais para determinacdo dos analitos por ICP-MS.

Parametros ICP-MS

Poténcia do plasma (W) 1550
Vazao do gés principal (L min-1) 15
Vaz&o do géas auxiliar (L min') 0,9
Vaz&o do gas nebulizador (L min't) 1,03
Vaz&o de He (mL min™) 4,3
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para o desenvolvimento deste trabalho foram escolhidos os farmacos
anti-hipertensivos mais utilizados para o tratamento da hipertensédo no Brasil.%’.
Foram utilizados os principios ativos do Captopril, Cloridrato de propranolol,
Maleato de enalapril, Hidroclorotiazida e Losartana potassica para 0s
experimentos.

As otimizacbes do método de preparo de amostra proposto foram
realizadas inicialmente com o farmaco Losartana, devido a complexidade de sua
estrutura quando comparado aos demais farmacos. A Tabela 5 traz informacdes
guanto a estrutura quimica, massa molar e porcentagem de carbono de cada

uma das amostras estudadas neste trabalho.
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Tabela 5. Informagdes sobre os farmacos anti-hipertensivos.

Farmaco Férmula Massa mgllar, Estrutura Teor de C, Solubilidade Tempe[atuora de
g mol % Fuséao, °C
o COOH . ,
| 2 Facilmente soluvel em
Captopril CoH15sNO3S 217,29 HS/%\N 49,70 agua e metanol. Solavel 105 a 108
H™ "CH, em hidréxidos diluidos.
i Ligeiramente solavel em
. C20H28N20s3. 0,20 10% coon agua, facilmente solavel
Maleato de enalapril CaHaOs 376,45 G/JE/HTNO , [Cm” 48,73 L7 metanol e hidréxidos 143 a 145
© diluidos.
H!C\/\/E:g\/OH NonK . . L,
Losartana potassica  C22H22CIKNsO 461,01 | O NN 57,27 sgllilé\éd em agua e alcool 183,5a184,5
Cloridrato de C16H21NO2.HCI 295,80 64.91 Solavel em agua e alcool 163 a 166

propranolol

o
O o N.__-CH;
\]/ - HCl
CHy

etilico
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As informacdes estruturais e massa molar foram obtidas da monografia
descrita de cada farmaco na Farmacopeia Brasileira. O teor percentual de
carbono presente em cada uma das amostras foi calculado a partir da féormula
molecular e da massa molar de cada farmaco, supondo que os principios ativos

sao substancias puras.

5.1 Ensaio limite para metais pesados ap0s o preparo das amostras
pelo Método Ill da Farmacopeia Brasileira

A determinacdo de metais pesados em farmacos € recomendada pela
FarmacopeiaBrasileira através da realizacdo do Ensaio Limite para Metais
Pesados que pode ser realizado por dois diferentes métodos, através da
precipitacdo dos metais presentes na amostra em seus respectivos sulfetos ou
por espectrometria atbmica quando necessario utilizar métodos de
decomposicdo utilizando micro-ondas. De acordo com a monografia de cada
farmaco, um dos métodos deve ser escolhido para efetuar a determinagéo dos

metais pesados. No fluxograma apresentado na Figura 2 sdo apresentados 0s

Métodos recomendados pela Farmacopeia
Brasileira

| | | | |

Decomposigao por via
Gmida em sistema
fechado

Dissolugéo em solvente Decomposigdo em forno Decomposigdo em bloco

Dissolucéo em dgua AL ;
¢ 9 organico mufla digestor

A

> Precipitacéo por sulfetos N
Comparagédo com padréo de
10 pg L de Pb AAS, ICP-OES e/ou ICP-MS

Figura 2. Fluxograma dos métodos de preparo de amostra recomendados pela

Farmacopeia Brasileira.
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meétodos recomendados pela Farmacopeia Brasileira para a determinacédo de

contaminantes inorganicos em farmacos.

Para todos os farmacos utilizados neste trabalho, a Farmacopeia
Brasileira recomenda a decomposicéo pelo método Ill. Para a decomposicao
das amostras dos farmacos estudados de acordo com o Método IlIl, foram
pesados em torno de 1 a 2 g de amostra, dependendo do limite de cada farmaco.
Para CAP foram pesados 1 g, para ENA 2 g, LOS 2 g e PROP 1 g. Apos a
pesagem de cada farmaco cada um foi incinerado em chapa de aquecimento em
baixa temperatura, por aproximadamente 3 h. Apds a incineracdo, foram
adicionadas 5 gotas de acido sulfarico e deixados em overnight. Aliquotas de 0,5
mL de HNOs foram adicionadas aos poucos nos carbonizados, até um volume
total de 2 mL e submetidos a aguecimento a 125 °C, novamente, até que vapores
brancos desprendessem, o que nao foi observado mesmo depois de 2 h de
aquecimento. Apos, os cadinhos foram resfriados e submetidos a decomposi¢ao
em mufla. A adicdo de HNOs nas amostras foi feita de maneira diferente do
escrito o que pela Farmacopeia. Barin e colaboradores observaram que ao
adicionar os 2 mL de HNOs aos farmacos, ocorre uma reacdo exotérmica
levando a projecdo da amostra, desta forma, o &cido foi adicionado em aliquotas
de 0,5 mL. Ao ser colocada sob aquecimento, observaram 0 mesmo
comportamento de projecao, por isso as amostras foram deixadas em overnight.
Para evitar estes problemas, o procedimento foi desenvolvido de acordo com o
trabalho de Barin.*°

Para a etapa da decomposicdo em forno mufla, os brancos foram
submetidos a aquecimento, primeiramente a 125 °C e logo apés a 300 °C a fim
de evaporar inicialmente os acidos concentrados e evitar a formacao e liberacéo
de vapores toxicos durante a etapa de decomposicdo em mufla. As amostras
foram entdo colocadas no forno mufla e deixadas até a completa carbonizacéo,

segundo o programa de aquecimento mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Programa de aquecimento do procedimento de decomposi¢cdo em

forno mufla.
Rampa, °C min! Temperatura, °C Tempo, min
15 300 60
20 600 180

- 50 -

Apoés a decomposicéo foi observado um residuo branco nas amostras,
dessa forma, elas foram deixadas por mais 40 min a 600 °C a fim de garantir a
completa decomposicao. Ao final desse tempo, nédo foi observada diferenca no
aspecto das amostras, sendo assim elas foram retiradas do forno mufla e
submetidas as demais etapas do procedimento. As amostras foram resfriadas e
nelas adicionados 4 mL de HCI 6 mol L1, apés foram colocadas em banho-maria
e digeridas com os frascos fechados por 15 min, as tampas foram retiradas e as
solucBes evaporadas. As amostras foram redissolvidas em 1 gota de HCl e 10
mL agua destilada quente por 2 min e alcalinizadas com NH4OH 6 mol Lt até pH

de aproximadamente 3 a 4.
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A determinacdo por precipitacdo por sulfeto € recomendada pela

Farmacopeia para a determinacéo de As, Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pd,

Pt, V, Ir, Os, Rh e Ru nas amostras através do ensaio limite para metais pesados.

Para a formacao dos precipitados de sulfeto, o pH das solucdes foi ajustado em

torno de 3 a 4 com fita de pH e a cada uma delas foi adicionado 2 mL de tampéao

de pH 4,0 e 1,2 mL de tioacetamida as quais foram deixadas em repouso durante

2 min até se desenvolver uma coloracdo. Ap6s 2 min, ndo foi observado o

desenvolvimento de coloracdo nas amostras. Este fato significa que a

concentracdo de metais nas amostras € inferior a 10 pug L, devido a coloracédo

das amostras ser menos intensa que a coloracao do padrédo. O procedimento

experimental realizado é mostrado na figura 3.

Umedecera
amostracom
H,SO,

Banho - maria
6 mLde HCI

6 mol L*por15
min

Liberacdode

em baixa vapores
temperatura 2 mL de HNO;
250°C 65% + 5 gotasde
H,SO,conc

Carbonizagé&o

1 gotade HCI
conc.+10mL de
Evaporaratéa H,O quentee
secura digerirem
banho-mariapor
2 min

Incineragéo em
mufla

600°C por 180
min

Comparacao Visual

2 mL de tampéo

Alcalinizar com acetato pH 3,5

NH,OH mL
Avolumar 25 mL +1,2mL de

comH,0Oe tioacetamida
Avolumar para
50 mL com H,0O

ajustar o pH
entre3,0e 4,0

Figura 3. Preparo de amostras segundo o Método IIl da Farmacopéia Brasileira.

Por mais que o método indicado pela Farmacopeia Brasileira seja simples,

de baixo custo e eficiente para a decomposic¢ao de anti-hipertensivos, como LOS,

CAP, ENA e PROP sem a presenca de residuos sdlidos e solucéo final limpida

visualmente, possui desvantagens relacionadas as inuUmeras etapas de
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decomposicdo as quais utilizam chapa de aquecimento, banho-maria, forno
mufla, os quais acarretam e um elevado tempo de decomposic¢ao, a utilizacao de
reagentes concentrados em grandes quantidades, etapas de ajuste de pH
anterior a precipitacdo, a qual fornece uma analise semi-quantitativa, onde néo
€ possivel identificar o elemento contaminante, nem a concentracdo na amostra.
Além disso, as coloragdes dos precipitados de cada elemento sédo de tonalidades
e intensidades diferentes da coloracao obtida com a solucao padréao de Pb, sem
falar que muitos metais precipitam em concentragcdes muito maiores que 10 pg
Lt

Com base nas limitagbes encontradas tanto na etapa de preparo das
amostras, como na etapa de determinacdo de metais pesados pelos métodos
descritos na Farmacopeia Brasileira, torna-se evidente a necessidade de
desenvolver novos métodos de preparo de amostras para farmacos visando a
posterior determinacdo de contaminantes inorganicos. Cabe destacar que nos

ultimos anos poucos trabalhos foram feitos na literatura com relacédo a este tema.

5.2 Decomposicao por via Umida assistida por radiagcdo micro-ondas
com acido diluido

O método de decomposicao por via Umida assistida por radiacdo micro-
ondas utilizando &cido diluido necessita de O2 como reagente auxiliar, sendo
este responsavel pela regeneracdo do HNOz3 utilizado. Dessa forma, foi utilizado
H202 como fonte de oxigénio, um reagente de facil acesso, baixo custo e
facilmente encontrado em alta pureza. O sistema de decomposicao fechado e a
alta pressdo € um dos principais responsaveis pela regeneracdo do acido e
consequente decomposicdo dos farmacos.

Por ser um método eficiente para a decomposicao de diversas matrizes,
a decomposicéo por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas com acido
diluido é estudada como uma alternativa viavel para a decomposicao e posterior
determinacdo de metais pesados em farmacos. Este método possui diversas
vantagens frente a decomposi¢cdo com acidos concentrados, como menores
valores de branco, possibilidade de eliminacdo da etapa de diluicdo das
amostras facilitando a determinacéo de metais em baixas concentragcdes ja que
os limites de deteccédo sdo, consequentemente, menores. Além disso, quando

comparado ao Método Il recomendado pela Farmacopeia Brasileira, possui as
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vantagens de a decomposicao ser feita em sistema fechado, o que diminui os
riscos de perda dos elementos por volatilizacdo e contaminacao, e além disso, a
pressao no interior do frasco faz com que o ponto de ebulicdo do acido aumente
e com isso a decomposicao seja mais eficiente. Além desses aspectos, cabe
ressaltar o uso de menores volumes de reagentes, principalmente concentrados,
o tempo total do preparo das amostras e a geracdo de residuos ser
significativamente inferior.

Para que este método seja usado, foi necessaria uma otimizacdo de
parametros como massa de amostra, concentracdo do acido nitrico, volume de
H202 e programa de aquecimento. Ao final, a eficiéncia da decomposi¢do para
cada um dos farmacos estudados foi avaliada através das determinacfes de
RCC e RA.

Para as otimizacbes do método proposto foi utilizado o farmaco LOS o
qual possui a estrutura mais complexa entre os farmacos estudados. Os

parametros otimizados e os resultados obtidos estéo descritos a seguir.

5.2.1. Avaliagdo da massa de amostra

A otimizacdo da massa de amostra foi feita com o farmaco LOS, usando
massas de 100, 250 e 300 mg com HNOz 14 mol L. Inicialmente foi utilizado o
programa de aquecimento adaptado de Muller*t, com 10 min de rampa até 1200
W e permanéncia de 30 min nesta poténcia e 20 min de resfriamento. Os limites
de temperatura e presséao foram ajustados em 280 °C e 80 bar, respectivamente.

Ao final da decomposicgéo foi possivel observar visualmente que utilizando
300 mg de LOS a decomposicéo nao foi completa (residuos sdélidos da amostra
permaneciam no frasco de decomposicao). Por outro lado, as solu¢des obtidas
com a decomposicdo de 100 e 250 mg de amostra, apresentaram aspecto
limpido e desta forma, 250 mg de amostra foi adotada para ensaios seguintes.
Em seguida, foi feita a determinacdo do RCC nas solugbes e os resultados
obtidos nas solugbes apos a decomposicdo de 100 e 250 mg foram de 14,22 +
0,41% e 10,59 + 1,51%, respectivamente. Como pode ser observado, quando
houve um aumento na massa de amostra, o teor de carbono residual foi menor,
0 que nao é esperado. Este comportamento pode estar associado ao fato de com

0 aumento da massa de amostra a pressdao gerada no interior do frasco é
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atingida mais rapidamente e consequentemente o aumento na temperatura de
decomposicdo acaba sendo maior.

O teor de RA para a massa de 100 mg foi de 7,04 + 0,18% e para a massa
de 250 mg foi de 4,88 + 0,16% mostrando que, conforme esperado, a
decomposicdo de uma massa maior do farmaco consumiu uma quantidade
maior de acido e mesmo assim, a decomposicéo foi eficiente para 250 mg de
amostra. Desta forma, considerando os baixos valores de RCC e RA em solucéo
nos digeridos, a decomposicéo de até 250 mg de LOS foi considerada efetiva e

esta condicédo foi adotada para os ensaios subsequentes.

5.2.1.2 Avaliacao da concentracdo do acido nitrico

Utilizando 250 mg de LOS, a concentracao de acido nitrico foi avaliada de
maneira aleatéria nas concentracdes de 14, 10,5, 7,5, 5,25, 3,75 € 2,25 mol L,
juntamente com a adi¢cdo de 2 mL de H202. Cabe destacar que o programa de
aquecimento utilizado foi o mesmo mencionado anteriormente. Apds a
decomposicdo das amostras foi feita a determinacéo de RCC e RA nos digeridos.
A figura 4 mostra a relac&o entre a concentracdo do acido nitrico e a eficiéncia
de decomposicado através dos valores de RCC e RA nas solucdes obtidas apds
a decomposicéo de 250 mg de LOS.

30 - 30
25 L 25
.20 L 20
2 P
o‘ | -
g 15 15 g

& I : T
10 T B I | 10
5 | L 5
0 0

3,75 5,25 7.5 10,5 14
Concentragao do acido, mol L1

Figura 4. Avaliacdo da concentragdo do &cido nitrico para a decomposicdo da
LOS. Decomposicéo feita com 250 mg de amostra e 2 mL de H20:.
As barras correspondem aos valores de RCC e a linha aos valores de
RA.
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No grafico ndo foi mostrado os resultados obtidos para o HNO3s 2,25 mol
L devido a amostra ndo ter sido decomposta eficientemente, restando residuos
sélidos. Utilizando as outras concentracdes de acido nitrico, solucdes finais com
aspecto limpido foram obtidas. Com o uso de HNOs 14, 10,5, 7,5, 5,25 e 3,75
mol L os valores de RCC ap6s a decomposicdo de 250 mg de LOS foram de
11,01 + 1,27%, 15,76 = 0,77%, 9,41 + 2,92%, 9,91 + 1,77% e 10,96 + 1,51%,
respectivamente. Além disso, foi observado que com o aumento crescente na
concentracdo de 4cido nitrico, os teores de RCC nao foram diminuidos de forma
significativa, indicando que concentracfes inferiores do &cido séo suficientes
para promover a completa decomposicdo da amostra. Os valores de RCC
obtidos em solugdo, mesmo com o uso de HNOs 3,75 mol L, podem ser
considerados baixos e ja indica que o método proposto possui potencial de ser
empregado para a decomposi¢cdo de matrizes complexas, como os farmacos,
por exemplo.

A partir dos dados da determinacéo de acidez residual foi observado que
a solucdo que apresentou o menor teor de acido restante, foi a de 3,75 mol L*
HNO3 obtendo 4,88 + 0,15% de &cido em solu¢gdo quando comparada as demais
solucBes avaliadas. Desta forma, é possivel inferir que neste caso a maior parte
do acido foi consumido na etapa de decomposicdo das amostras e apesar do
acido estar mais diluido, este foi regenerado, garantindo a decomposicao
eficiente mesmo com uso de menores concentracfes de acido.

Com base no que foi observado, o uso de &cido nitrico 3,75 mol L foi
considerado adequado para a decomposicado de 250 mg de LOS e portanto, foi
utilizado para os estudos seguintes.

Cabe destacar que a concentracdo adicionada inicialmente aos farmacos
para a decomposicéo foram 6 mL de HNOz 3,75 mol LX. Porém, ao adicionar 2
mL de H202, o &cido previamente adicionado é diluido na solugdo de
decomposicao, resultando em uma concentracéo final em solucéo no frasco de
2,81 mol L. Ao final da decomposicéo, os frascos foram aferidos, resultando em

uma concentracdo acida final na solucéo de 0,9 mol L.
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5.2.1.3 Avaliagdo do volume de H20:>

A utilizacdo de H202 no método de decomposi¢cao com acido diluido é de
extrema importancia, justamente por ser fonte de Oz na fase gasosa no interior
do frasco de decomposicao, o qual € responsavel pela regeneracéo do HNOsz em
solucdo. A avaliacdo da presenca de H202 na decomposicéo foi feita variando o
volume deste reagente a ser adicionado. O resultado foi feito inicialmente de
forma visual, onde a solugdo que apresentasse residuos em solucdo seria
descartada. Dessa forma, foram avaliados os volumes de 1 e 2 mL de H20:2 para
decomposicdo de 250 mg de LOS, juntamente com HNOs 3,75 mol L, além do
procedimento sem adi¢cdo de perdxido de hidrogénio. Quando néo foi utilizado o
perdxido de hidrogénio e usando 1 mL, foi feita a adicdo de dgua para que o
volume final da solucdo de decomposicdo fosse de 8 mL, o mesmo volume
utilizado em todos os experimentos. O programa de aquecimento utilizado foi
mantido com uso de 10 min de rampa até 1200 W e permanéncia de 30 min
nesta poténcia. Apds as decomposicdes foi observado que quando o H202 ndo
foi adicionado, as amostras ndo foram decompostas, restando residuos sélidos.
O mesmo comportamento foi observado quando 1 mL de H20: foi usado nas
decomposi¢cées, de maneira menos pronunciada, mas mesmo assim com
presenca de residuos sélidos. A Unica solu¢do que se mostrou adequada, sem
residuos sélidos e com o aspecto limpida, foi a solu¢cdo obtida apos a
decomposicdo de 250 mg de LOS com 2 mL de H202a qual apresentou RCC de
10,96 £ 1,51% e RA de 4,88 + 0,16%. A figura 5 mostra o aspecto visual das
solucdes obtidas ap6s a decomposic¢ao de 250 mg de LOS com HNOs 3,75 mol
Lt e com diferentes volumes de H202.
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Figura 5. Aspecto visual das solucdes obtidas com diferentes volumes de H20::
A) sem adicao de H202, B) adicdo de 1 mL de H202 e C) adi¢do de 2
mL de Hz20:2.

A presenca de H20:2 na solucdo de decomposicdo € extremamente
importante principalmente por ser responsavel pela regeneracéo do &cido nitrico,
sendo fonte de O2 no meio. Porém, além de ter a fungéo de regenerar o acido
nitrico durante a decomposicado, o alto poder oxidante do H202 é de extrema
importancia, como é observado nos experimentos, onde na auséncia ou em
baixa concentracdo de perdoxido, as amostras ndo sdo decompostas
eficientemente.>

Na etapa de regeneracao, o Oz disponivel é oriundo da decomposicao do
H202, onde seus principais produtos de decomposicdo sdo o O2 e H20.30 A
reacdo de regeneracdo do HNOs na presenca de Oz é apresentada abaixo:

(CH2)n +2 HNOs(aq) — CO2(g) +2 NO(g) +2 H20(l)
2 NO(g) + O2(g) — 2 NO2(g)
2 NO2(g) + H20(l) — HNOs(aq) + HNOz(aq)
2 HNOz2(aq) — H20(l) + NO2(g) + NO(g)
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Com base nos resultados obtidos, todos os demais ensaios foram feitos
utilizando 2 mL de H202 para decomposi¢cao das amostras juntamente com o
HNOs 3,75 mol L.

5.2.1.4 Avaliagao do programa de aquecimento

O programa de aquecimento utilizado para a otimizacdo de todos os
parametros (massa de amostra, concentracdo de 4cido nitrico e volume de H202)
foi o programa 1 mostrado na tabela 5. Esse programa foi utilizado como
referéncia a partir do trabalho realizado por Miiller et al.** Com base nele, foi
variado o tempo de permanéncia de irradiacdo de forma a obter um
procedimento de decomposi¢do mais rapido. Desta forma, os outros programas
de aquecimento foram avaliados utilizando 10 e 20 min de permanéncia a 1200

W (programas 2 e 3 da tabela 7).

Tabela 7. Programas de aquecimento avaliados para a decomposi¢ao dos

farmacos.
Programa  Poténcia, W Rampa, min Permanéncia, min Resfriamento, min
1 1200 10 30 20
2 1200 10 20 20
3 1200 10 10 20

As solucdes resultantes da variagdo do programa de aquecimento foram
avaliadas, inicialmente, de maneira visual. Apenas a solu¢do obtida apds a
decomposicao pelo programa 3 apresentou residuos, indicando que o tempo de
aguecimento adotado nao foi suficente para garantir a completa decomposicao
da amostra. Dessa forma, por demandar menor tempo para uma decomposicao
eficiente, foi escolhido o programa 2 utilizando 20 min de aquecimento. Neste
caso, o teor de RCC na solucao obtida apés 20 min de aquecimento a 1200 W
foi de 10,59 = 1,51%, o que é considerado um baixo teor de RCC, indicando a
elevada eficiéncia do método. A figura 6 mostra o perfil do programa de
aquecimento obtido por MW-AD com &cido diluido apds a decomposicao de 250

mg de LOS, conforme parametros mencionados anteriormente.
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Figura 6. Perfil do programa de aquecimento em funcéo da temperatura

(vermelho), pressao (verde) e poténcia (azul).

Como pode-se observar na Figura 6, em aproximadamente 9 min a
poténcia irradiada atinge um maximo de 1293 W e decai, hdo mantendo a
poténcia em 1200 W. Durante o periodo de permanéncia a poténcia aplicada
diminui ainda mais, estabilizando entre 350 e 400 W, aproximadamente. Dessa
forma, ndo ha a necessidade de aplicacdo de uma poténcia tao alta, podendo
ser aplicada uma poténcia de 900 W, sem alterar a eficiéncia de decomposic¢ao.
Desta forma, a poténcia foi alterada para 900 W, conforme recomendacao do
fabricante para uso de 4 frascos e o programa de aquecimento final otimizado
foi de i) 10 min de rampa a 900 W, ii) 20 min de permanéncia e iii) 0 W por 20
min (resfriamento).

Com o programa de aquecimento otimizado, a pressao maxima (80 bar)
para a decomposicdo de 250 mg do farmaco LOS foi atingida em
aproximadamente 16 minutos, ou seja, nos 6 primeiros minutos da etapa de
permanéncia, atingindo a temperatura de 221 °C a qual variou nesta faixa de
temperatura até a etapa de resfriamento.

Com base nos estudos mostrados, as melhores condicbes de

decomposicao para 250 mg de LOS utilizando o método proposto foram obtidas
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com o uso de HNOs 3,75 mol L, 2 mL de H20: e programa de aguecimento
mencionado anteriormente. Apés, a aplicabilidade do método desenvolvido foi

avaliada para os outros farmacos selecionados.

5.2.2 Avaliacdo da eficiéncia do método MW-AD com acido diluido para
outros farmacos

A partir das otimizac¢des do procedimento de preparo de amostra por MW-
AD com acido diluido, ja otimizados com o farmaco LOS, as massas dos demais
farmacos utilizados no trabalho foram avaliadas. Este estudo foi feito para
verificar se as outras amostras apresentavam comportamento similar, tendo em
vista que todos possuem estruturas quimicas diferentes. Desta forma, os
estudos foram iniciados a partir de 250 mg de cada amostra e foi feito o aumento
gradativo de massa de amostra, a cada 50 mg, de forma a obter um método
eficiente para decompor a maior massa de amostra possivel. Este fato &
importante quando se trata da posterior avaliagdo de contaminantes presentes
em baixas concentracdes.

A cada decomposicao foi feita a observacédo do perfil do programa de
aguecimento de forma a monitorar as temperaturas atingidas e o0 aumento de
presséo, de forma a garantir a segurancga do operador. As decomposi¢des foram
feitas aumentando a massa de amostra até o limite maximo onde fosse possivel
observar a presenca de residuos sélidos no frasco, demonstrando
decomposicdo néo eficiente. A avaliacao da eficiéncia de decomposicéo foi feita
a partir dos teores de RCC e RA. Os resultados obtidos para as amostras estéo
discutidos a seguir.

Os resultados obtidos para o farmaco CAP estdo mostrados na figura 7.
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Figura 7. Avaliacdo da eficiéncia de decomposicao para o farmaco Captopril em
funcdo da massa de amostra. Onde as barras correspondem aos

valores de RCC e a linha aos valores de RA.

Pelos dados obtidos apenas efetuando a avaliacdo visual foi possivel
decompor até 850 mg de CAP sem haver residuos soélidos na solucgéao final,
sendo esta condicdo considerada inicialmente adequada. No entanto, apds a
determinacao do RCC nas solucdes resultantes foi observado (figura 10) um teor
de RCC bastante elevado, de 46,30 + 1,46% e acidez residual de 2,75 £ 0,09%
guando 850 mg de amostra foram decompostas, destacando a necessidade de
um maior volume de acido. Um teor de aproximadamente 46% de carbono, o
que corresponde a aproximadamente 195,6 mg L' de C em solugdo é
considerado um valor alto supondo que quase 50% da amostra ndo é
decomposta. Como mostrado por Barelal® interferéncias na etapa de
determinacdo de metais por ICP-MS por influéncia de C comegam a surgir em
concentracdes a partir de 150 mg L para a determinacéo de Cr, por exemplo,
onde pode ocorrer interferéncias devido a formacdo do ion poliatdmico 2C*°Ar
que coincide com a massa do %2Cr. Além da possibilidade de formacdo de
poliatbmico, a presenca de uma grande quantidade de C, pode causar um
resfriamento no plasma, devido a sua alta energia de ionizagdo e por esse

motivo, ndo ter temperatura suficiente para ionizar os demais ions.>
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Sendo assim, a massa de amostra foi reduzida para 700 mg (0 que
corresponde aum RCC de 32,76 +0,49% e 113,88 + 1,5 mg L de C em solugéo)
minimizando interferéncias na etapa de determinacdo dos analitos.

O estudo da interferéncia por parte de elevadas concentracdes de C em
solucdo, esta concordante com o que foi observado por Miiller et. al 42, onde foi
feita a avaliagdo de interferéncias com concentragdes crescentes de C, entre
125 e 2000 mg L. Recuperacdes maiores que 130% foram obtidas para 2Cr a
partir de 500 mg L de C, causada principalmente pela formacéo do poliatdmico
40Art2C* e maiores que 109% para 3Cr e %°Ni em concentrac¢des a partir de 2000
mg L?, assegurando dessa forma que a determinagdo dos analitos foi
considerada livre de interferéncias usando solu¢ées com até 250 mg L de C.

Para o ENA (figura 8) residuos solidos foram observados quando massas

de amostra superiores a 450 mg foram usadas.
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Figura 8. Avaliacdo da eficiéncia de decomposicdo para o farmaco Enalapril em
fungcdo da massa de amostra. Onde as barras correspondem aos

valores de RCC e a linha aos valores de RA.

Quando comparados os resultados de RCC e RA entre as massas de 400
e 450 mg onde nao foi observada uma diferenca significativa entre os valores
(teste t, p < 0,05). Dessa forma, a massa utilizada nos experimentos foi a de 450
mg a qual apresentou RCC de 7,00 + 0,56% e 3,5 £ 0,16% de RA..
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A avaliacdo de massa para o farmaco PROP iniciou como os demais
farmacos com 350 mg de amostra e variando a cada 50 mg. Assim, foi avaliado
0 RCC e RA apos a decomposicao de 350 e 400 mg, onde a partir de 450 mg foi
observado residuos sdlidos apds a decomposicao.

Uma diminuicdo no valor de RA é observada com o aumento da massa,
como é o esperado devido ao maior consumo de acido para a decomposi¢cao de
uma maior massa de amostra. O teor de RCC também tem o comportamento
esperado, pois para uma maior massa de amostra, um maior teor de carbono &
esperado. Obteve-se RCC de 22,62 £ 0,35% e RA 2,47 + 0,04% quando utilizada
a massa de 400 mg de PROP e 14,63 = 0,86% de RCC e 4,29 £ 0,12% de RA
para 300 mg, onde ambas as solu¢des sdo limpidas ao final da decomposicao.
Dessa forma, a fim de utilizar uma maior massa de amostra, foi utilizada a massa
de 400 mg para o farmaco PROP.

Com a otimizacdo do método e a avaliacdo da eficiéncia de decomposicéo
dos diferentes farmacos, foi possivel verificar a importancia do desenvolvimento
do método proposto em funcdo de cada tipo de amostra, ja que foram obtidas
diferentes condicbes de massa maxima de amostra que puderam ser
decompostas, a qual depende principalmente da estrutura de cada farmaco.

Com os resultados obtidos nas decomposi¢des das amostras de farmacos
anti-hipertensivos, foi possivel a decomposicdo por MW-AD de até 700 mg
utilizando &cido diluido. Obtendo teores de RCC na mesma faixa que os demais
trabalhos mostrados na literatura, sem observar interferéncias por parte de C na
etapa de determinacdo por ICP-MS.# Como é comprovado no trabalho
desenvolvido por Mdller et. al. para a decomposicdo de 500 mg de plantas
medicinais com teores de carbono residual menores que 320 mg L néo
causaram interferéncias na determinacdo de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS.#1 O
mesmo relato foi feito por Barela para a decomposicao de biodiesel usando alta
massa de amostra, em torno de 700 mg com HNO3 7 mol L* e 2 mL de H202
onde foi observado a interferéncia de carbono para a determinacéo de Ba, Co,
Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Sr, V e Zn a partir de 150 mg L* de C em solucéo.®

De acordo com Araljo*® em seu trabalho avaliando o efeito da
concentracdo de acido nitrico para a decomposicao de plantas, o qual obteve
um teor de carbono residual variando entre 7 e 11%, n&do foram observadas

interferéncias nas determinacgdes por ICP-OES para Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
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P e Zn. Outros trabalhos relatados na literatura que utilizam &cido nitrico diluido
com a utilizacdo de H202 como reagente auxiliar para a decomposicdo de
arroz®’, materiais bioldgicos®®, soja e derivados®® e biodiesel'® também, néo
observaram interferéncias na etapa de determinacdo para a decomposicao de
diversas matrizes, possibilitando a decomposicdo de variadas massas de
amostra, enfatizando a aplicabilidade do método. Como pode ser visto a partir
dos resultados obtidos foi possivel efetuar a decomposicdo de diferentes
farmacos, com diferentes estruturas quimicas, utilizando acido nitrico 3,75 mol
Lt e pequenos volumes de H202 (2 mL). Foi possivel decompor massas
relativamente elevadas de amostra, resultando em teores de carbono residual e

acidez compativeis com técnica de ICP-MS.

5.3 Decomposicao por via Umida assistida por radiagcdo micro-ondas
com acido concentrado

A decomposicgdo assistida por radiacdo micro-ondas e acido concentrado
€ um método bem consolidado para a decomposicdo de matrizes organicas e
inorganicas. Para a decomposicao de matrizes organicas € utilizado geralmente
HNOs, um acido com alto poder oxidante. Aliado ao sistema fechado no qual h&a
um aumento na temperatura e pressao do sistema a eficiéncia de decomposicéo
é maior.%0

Como método comparativo ao proposto no trabalho, foi feita a
decomposicao dos farmacos estudados com &cido concentrado utilizando as
condicdes otimizadas do método MW-AD com &cido diluido.

Para todos os farmacos, as solu¢cdes de decomposicdo com acido
concentrado mostraram um aspecto limpido, sem residuos sélidos. Para a
decomposicdo de 250 mg de LOS foram obtidos teores de RCC e RA de 8,16 +
3,47% e 19,10 % 0,32%, respectivamente. CAP é o farmaco com a maior massa
de amostra decomposta, 700 mg, obtendo teores de RCC de 0,07 £ 0,04% e RA
de 12,88 + 0,12%. A decomposicdo de 450 mg de ENA resultou em valores de
RCC de 10,53 £ 0,45% e RA de 17,12 + 0,09%.

Teores de 20,41 + 0,61% de RCC e 16,68 + 0,31% de RA foram obtidos
para a decomposicdo de 400 mg de PROP. Mesmo utilizando HNO3
concentrado, PROP é o farmaco estudado com maiores teores de RCC. O

mesmo comportamento foi observado por Miiller et al 2 para a decomposicéo de
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500 mg do farmaco, obtendo teor de RCC de 32,1%. Eles justificam o maior teor
de RCC com estrutura quimica do farmaco, a qual possui apenas um
grupamento —OR ligado ao anel condensado, considerado um grupo de ativagéo
moderado, o que confere ao PROP maior resisténcia quimica quando

comparado aos demais farmacos estudados.

5.4 Determinagdo de contaminantes inorganicos em farmacos

A determinacdo de contaminantes inorganicos em farmacos foi realizada
apos as otimizacdes no método de decomposicdo e determinados por técnicas
espectrométricas de absor¢cdo atbmica e de massa. Para a determinacao de Hg
e As foi utilizada a técnica de CV-AAS e HG-AAS, respectivamente. Ja a
determinacao de As, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Sr e V foram feitas por
ICP-MS.

Na tabela 8, sdo apresentados os valores obtidos para a determinacao de
Hg e As em farmacos anti-hipertensivos, foi possivel observar que os valores
encontrados estdo abaixo do limite de quantificacdo. O limite de quantificacao foi
calculado considerando a recomendacédo da IUPAC, onde LQ = 10s + média dos

brancos, onde s é o desvio padrao obtido apos 10 leituras do branco

Tabela 8. Resultados obtidos, em pg g, apés a determinacéo de Hg e As por

AAS (n=4).
Amostra Hg As
CAP <0,287 <0,013
ENA < 0,540 < 0,024
LOS <0,974 < 0,044
PROP < 0,606 < 0,027

Como foi possivel observar, os resultados para a determinagédo de Hg e
As nos farmacos foi abaixo dos limites de quantificacdo obtidos para os métodos.
Para a determinacdo por ICP-MS os is6topos monitorados foram: 197Ag*,
13SBa+’ 2098i+, 114Cd+, 59CO+, 53Cl'+, 63CU+, SSMH+, 98|\/|0+, GONi+, 888r+ e 51\/+_ Estes
foram escolhidos de forma a minizar interferéncias poliatbmicas e isobaricas e
apresentar elevada sensibilidade. Foi utilizado Rh como padréo interno e este foi

adicionado a amostra por meio de um sistema por injecdo em fluxo na
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concentragdo de 20 pg L. A determinacéo foi feita em dois modos, sem gas de
colisdo e com gas de colisdo e forma a contornar possiveis interferéncias
poliatdmicas causadas pelo excesso de Cl nas amostras, tendo em vista que
varias amostras utilizadas neste trabalho séo cloridratos.

Foi observado durante a determinacédo que, sem a utilizacdo do gas de
colisdo houve interferéncia, principalmente na determinagéo de V e Cr, 0s quais
obtiveram diferencas significativas. Essas diferencas foram observadas
principalmente nos farmacos LOS e PROP os quais possuem Cl em sua
composicdo (amostras sao cloridratos), o que justifica o aumento na
concentracdo devido a interferéncia de “°Ar3>Cl* para "°V que é monoisotépico e
para o 53Cr interferéncia por 3’CI8Q* 60

Utilizando Rh como padrdo interno e cela de colisdéo com He, os
resultados para as amostras decompostas por MW-AD com &cido concentrado

e acido diluido sdo mostrados na tabela 9.
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Tabela 9. Resultados obtidos, em ng g, apés MW-AD com acido concentrado e diluido e determinagdo por ICP-MS (n = 4).

Acido diluido Acido concentrado

Elemento

LOS CAP ENA PROP LOS CAP ENA PROP
Ag <562 <201 <312 < 351 < 187 < 66,8 <104 <117
Ba <57,6 < 20,6 <32,0 < 36,0 < 39,6 <141 <220 <24,7
Bi < 0,300 21,4+0,9 <0,167 <0,187 <1,57 21,3+1,1 <0,872 <0,981
Cd <1,17 1,06 +0,2 < 0,650 <0,731 <2,88 <1,03 <1,60 <1,80
Co 1035 <0,79 <1,23 <1,39 102 £ 13 <1,77 <2,76 <3,10
Cr 36+0,8 161+4 73+20,1 71+0,3 <55,8 163 +£6 59,1+4,8 37,8+2,1
Cu <779 <8,04 <43,3 < 48,7 <114 <40,5 <63,1 <71,0
Mn <89,1 < 27,8 <495 < 55,7 <136 <48,6 < 75,7 <85,1
Mo <70,1 174 £ 6 < 38,9 <43,8 <214 180 + 10 <119 <134
Ni 125+5 159+23 152+2,1 22427 1137 119+14 132+1,7 18,9%+2,6
Sr <43,6 <15,6 <242 <27,3 <210 <75 <117 <131
Vv 18,8+1,3 <2,10 < 3,27 < 3,67 148+21 <1,44 <2,24 <2,52
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Comparando os valores obtidos para a determinagéo dos contaminantes
inorganicos por MW-AD com &cido diluido e concentrado, para os elementos
com valores maiores que os LQs, ndo ha diferenca significativa entre os
resultados (teste t, p < 0,05), exceto para a determinacdo de Cr na amostra
PROP para ambos os métodos. Além disso, analisando os resultados, € possivel
identificar que os valores para os demais elementos citados também sdo maiores
que os LQs.%t

De acordo com os limites maximos permitidos expressos pela
Farmacopeia Brasileira (tabela 10) todos os elementos analisados estéo abaixo

dos limites.

Tabela 10. Limites permitidos de metais e ndo metais estabelecidos pela

Farmacopeia Brasileira para farmacos de uso oral, em pug g.

Elemento Limite
Ag NI
As 15
Ba NI
Bi NI
Cd 0,5
Co NI
Cr 25
Cu 250
Hg 1,5
Mn 250
Mo 25
Ni 25
Sr NI
\Y 25

NI: valor ndo informado

Resultados semelhantes foram obtidos por Miiller et. al quando estes
fizeram a decomposi¢édo de 500 mg de medicamentos das mais diversas classes
com HNOs em sistema de decomposicdo por radiacdo micro-ondas e alta
pressdo, obtendo valores de RCC menores que 250 mg Lt e LQ entre 0,001 a
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0,015 ug g*. Os resultados apés a determinagdo de metais por ICP-MS foram
para a maioria dos elementos e amostras menor que os limites permitidos pelas
farmacopeias, exceto para os farmacos Captopril e Levodopa (medicamento
utilizado para o tratamento de Parkinson) os quais apresentaram resultados
maiores que os limites permitidos para Cr.

Elementos além dos descritos pela Farmacopeia Brasileira para a
determinacdo por comparacao visual na forma de sulfetos, foram possiveis de
ser determinados por ICP-MS ap6s a MW-AD com acido diluido, como € o caso
de Ag, Ba, Bi, Co e Sr os quais podem estarem presentes em embalagens ou
instrumentos de manipulacéo.

Quando comparados o Método Il da Farmacopeia e a MW-AD com &cido
diluido, as diferencas sdo consideraveis. A utilizacdo de menores volumes de
reagentes e a possibilidade de usa-los diluidos acarretam menor geracdo de
residuos e maior seguranca ao analista. O método de decomposicdo das
amostras quando utilizado o sistema fechado, além de auxiliar no processo de
regeneracao do acido nitrico para uma decomposicdo mais eficiente, evita a
contaminacdo o que pode ocorrer na decomposicdo em mufla, por exemplo.
Além disso, as varias etapas indicadas pelo método das Farmacopeias
demandam elevado tempo em cada uma delas enquanto o procedimento de
MW-AD com acido diltido pode ser realizado em menos de uma hora. Quanto a
determinacao, o método de precipitacdo por sulfetos € ineficaz na identificacdo
do interferente ja que a coloracao final desenvolvida € o somatorio da coloragao
de todos os sulfetos gerados na amostra 0 que torna a determinacdo nao
guantitativa. A determinacdo realizada por ICP-MS e HG-AAS possobilita
identificar os contaminantes individualmente, diferentemente da determinacdo
por precipitacdo de sulfetos, onde ocorre a precipitacdo de todos os

contaminantes formadores de sulfeto.
5.5 Comparacgéo entre os métodos de preparo de amostras

A Figura 9 mostra as etapas envolvidas nos métodos de preparo de

amostra avaliados para a decomposi¢cao de anti-hipertensivos.
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Métodos de decomposicao J

|

Método lll MW-AD com acido
diluido

¢ 2mL HNO; 65% + 5 gotas H,SO,

« Aguecimento em baixa T

« Incineragdo em forno mufla (600 °C)

*« 6mL de HCI6 mol L

« Banho-maria por 15 min

« 1gotadeHCI37% + 10 mL H,O quente

*« la2gdeamostra + 250 a 850 mg de amostra
» 250 a850 mg de amostra
« Gotas de H,SO, * 6 mL HNO;3 3,75 mol Lt
) ~ ) * 6 mL HNO3 14 mol L*!
* Incineragdo em baixa T * 2mL de H,0, 30%

* Banho-maria até a evaporagéo
« Ajuste de pH com NH,OH (3 - 4) AAS e ICP-MS
/

Precipitacao de sulfetos

Comparacéo com padréo
de Pb

Figura 9. Fluxograma dos métodos estudados para o preparo de amostra dos

farmacos.

O método recomendado pela Farmacopeia Brasileira envolve muito mais
etapas que os métodos de decomposi¢cado por MW-AD. Além disso, 0s volumes
de reagentes sdo maiores e ha o emprego de varios reagentes (como H2SOa,
HCI, HNO3, NH4OH, CH3COOH, tampao CH3sCOONa e C2HsNS), o que por sua
vez pode acarretar em elevados valores de branco e contaminagdo. Uma
diferenca significativa nos métodos € o tempo de preparo das amostras pelo
método da Farmacopeia que € muito maior (9,5 h) em comparagdo com o
método proposto (1,5 h), diminuindo a frequéncia analitica. Além disso o método
de determinacéo visual proposto pela Farmacopeia ndo possibilita a identificacao
e quantificacdo das espécies contaminantes. Como a comparacdo é feita
comparando a cor desenvolvida com uma solucdo padrdo de chumbo, onde a
coloracdo é geralmente em tons mais escuros, a comparacao € dificultada,
sendo que os sulfetos de cada elemento possuem coloracdes diferentes. A

possibilidade de determinacdo por técnicas espectrométricas apos a
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decomposicdo das amostras por MW-AD acarreta em melhora na sensibilidade,
determinacdo simultdnea e identificacdo de cada elemento, o que € uma
vantagem frente & precipitacdo por sulfetos e comparacgéao visual.

Quando comparados os métodos de MW-AD com &cido concentrado e
MW-AD com acido diluido, ndo foram observadas diferencas quanto ao aspecto
final das solucdes, como € possivel ver na figura 10 para a amostra LOS. O
tempo de preparo das amostras por MW-AD com acido concentrado €

semelhante ao método proposto.

A B

Figura 10. Aspecto visual das solucdes obtidas apés A) MW-AD com &cido concentrado e B)
MW-AD com acido diluido.

Diferencas entre os métodos sao observadas quanto aos teores de RCC
e RA, como mostra a Tabela 11. Obviamente, quando utilizado &cido
concentrado os teores de RCC sdo menores quando comparado ao acido
diluido, porém os teores de acidez residual sdo maiores, justamente pela elevada

concentracéo do acido.
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Tabela 11. Comparacéo dos teores de RCC e RA, em %, entre os métodos

MW-AD com &cido concentrado e acido diluido.

MW-AD - Acido concentrado MW-AD - Acido diluido
Amostra RCC RA RCC RA
CAP 0,07 £ 0,041 12,88 + 0,12 32,76 £ 0,50 2,37 £ 0,06
ENA 10,53 + 0,45 17,12 + 0,09 7,0 £ 0,56 3,50+0,16
LOS 8,48 + 3,89 19,01 £ 0,32 10,59 + 1,51 4,88 +0,16
PROP 20,40 + 0,60 16,68 + 0,31 22,61 +0,35 2,46 + 0,04

Diferencas mais pronunciadas nos teores de RCC quando comparados 0s
dois métodos foram observadas para o farmaco CAP o qual, quando utilizado
acido concentrado o teor de RCC foi inferior a 1% e quando utilizado o &cido
diluido o resultado foi de aproximadamente 33%. Mesmo assim, a utilizacdo da
decomposicdo com &cido diluido ndo inviabiliza a determinacdo de
contaminantes inorganicos em farmacos, tanto por HG-AAS e CV-AAS como por
ICP-MS, considerando o teor de C encontrado em solug¢do, com base no que foi
discutido na literatura.*®* Cabe destacar que os teores de RA foram
significativamente inferiores com o uso do método proposto, levando a um menor
consumo de acidos, geracdo de residuos com menor acidez, bem como
possibilidade de redugcdo dos valores dos brancos e, consequentemente,
obtencado de melhores limites de deteccdo e quantificagcao.

A tabela 12, mostra as principais diferencas quanto a massa utilizada em
cada um dos métodos avaliados, as solucdes acidas, a concentracéo acida final
em solucao, os teores de RCC e RA, o tempo envolvido em cada método,

e a frequéncia analitica de cada método.
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Tabela 12. Comparagdo dos métodos de preparo de amostras avaliados para a decomposicdo de farmacos anti-hipertensivos e

determinacdo de contaminantes inorganicos.

Métodos de preparo de amostras

Parametros MW-AD MW-AD Método Il
Acido Concentrado Acido Diluido ~ Farmacopeia Brasileira
Massa maxima de amostra, g 0,7 0,25a0,7 2

Solucgéo utilizada

Acidez residual, %
Carbono Residual, %
Tempo de Decomposicéo, h

Frequéncia Analitica, 10 h

6 mL HNO3 3,75
mol L1

2 mL H202 30%

6 mL HNOs 14 mol L1

12,9a19,0 24a4,9
0,07 a 20,40 7,0a32,8
15 1,5

12 amostras 12 amostras

2 mL HNOs conc +5
gotas H2SO4

4 mL HCl conc
10 mL H20 quente

Gotas de NH4OH +
CH3COOH

14

6 amostras
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Diferencas sdo muito notaveis principalmente nos meétodos utilizando
micro-ondas quando comparados aos métodos da Farmacopeia e as vantagens
relacionadas sao muitas. Entre os métodos de decomposi¢cdo com micro-ondas
a utilizacdo de acidos diluidos, reduz a geracédo de residuos, e os valores de

branco e consequentemente os LDs e LQs para alguns elementos sdo menores.

5.6 Figuras de Mérito
Como figuras de mérito foram avaliados os limites de deteccdo e
quantificacdo, exatidao e precisdo para os métodos de MW-AD com acido diluido

e com acido concentrado

5.6.1 Limites de deteccao e quantificacéo
10 medidas consecutivas das solu¢des de branco dos métodos foram
medidas para a determinagéo dos LD e LQ. A partir do desvio padrao (o) das
medidas, o LD foi calculado a partir da formula: LD = 3s + média das leituras do
branco e o LQ calculado LQ = 10s + média das leituras do branco. Os LDs e

LQs determinados por AAS para As e Hg sdo mostrados na tabela 13.52

Tabela 13. Limites de detecgdo e limites de quantificagdo, em pug g1, para As e

Hg para a determinacéo por AAS (n = 10).

Hg As
Amostra
LD LQ LD LQ
CAP 0,086 0,287 0,004 0,013
ENA 0,162 0,540 0,007 0,024
LOS 0,292 0,974 0,013 0,044
PROP 0,182 0,606 0,008 0,027

Os LQs obtidos por ICP-MS para cada uma das amostras apds MW-AD

com &cido concentrado e 4cido diluido, sdo apresentados na tabela 14.
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Tabela 14. Limites de quantificacdo, em ng g, obtidos por ICP-MS apés MW-
AD com &cido concentrado e diluido (n = 4).

I MW-AD - Acido Diluido MW-AD - Acido Concentrado
Elemento (O CAP ENA PROP LOS CAP ENA PROP
Ag 562 201 312 351 187 66,8 104 117
Ba 57,6 20,6 32,0 36,0 39,6 14,1 22,0 24,7
Bi 0,300 0,107 0,167 0,187 1,57 0,561 0,872 0,981
Cd 1,17 0,418 0,650 0,731 2,88 1,03 1,60 1,80
Co 2,22 0,79 1,23 1,39 4,96 1,77 2,76 3,10
Cr 22,5 8,04 12,5 14,1 55,8 19,9 31,0 34,8
Cu 77,9 27,8 43,3 48,7 114 40,5 63,1 71,0
Mn 89,1 31,8 49,5 55,7 136 48,6 75,7 85,1
Mo 70,1 25,0 38,9 43,8 214 76,4 119 134
Ni 20,5 7,32 11,4 12,8 75,7 27,0 42,1 47,3
Sr 43,6 15,6 24,2 27,3 210 75,0 117 131
V 5,88 2,10 3,27 3,67 4,03 1,44 2,24 2,52

Como pode ser visto na tabela, os LQs obtidos para a MW-AD com &cido
diluido foram menores do que os LQs obtidos para o acido concentrado, exceto
para Ag, Ba e V. Os menores valores de LQ para o acido diluido para a maioria
dos analitos estdo relacionados, principalmente, com o menor volume de
reagente, o que acarreta em menores valores de branco. Os maiores valores de
LQ para V para o acido diluido podem estar relacionados a adi¢cdo de H202 ao
qual o elemento é adicionado como catalizador.®* Mesmo assim, para os demais

elementos, ndo foram observadas contaminagdes por parte do H20x.

5.6.2 Exatiddo do método
A validag&do do método de decomposicéo proposto foi realizada a partir da
decomposicdo de um CRM nas mesmas condi¢bes das amostras, para tal foi
utilizado o NIST 1567a (Wheat Flour), como mostra a tabela 15. Além disso,
foram feitos ensaios de recuperacéo para avaliar a exatiddo do método para As

e Hg através da adicdo de 2,5 e 5 ug L' de cada elemento, respectivamente.
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Tabela 15. Valores obtidos, em g L, para a avaliacdo da exatiddo do método
com o CRM Nist 1567a.

Elemento Valor certificado Valor encontrado Concordancia, %
Cd 0,026 + 0,002 0,020 + 0,0002 78
Co 0,006* 0,007 + 0,0001 114
Cu 2,1+0,2 1,693 £ 0,024 81
Mn 9,4+0,9 8,038 + 0,001 85
Mo 0,048 + 0,03 0,413 + 0,002 86
\% 0,011* 0,008 + 0,0002 70

* Valores informados.

Para avaliar o método de determinacao por ICP-MS foi feita a medida do
CRM NIST 1643F Trace elements in water. Os resultados sdo mostrados na
tabela 16.

Tabela 16. Valores obtidos, em pg L2, para a avaliacdo da exatiddo do método
com o CRM NIST 1643F.

Elemento Valor certificado Valor encontrado Concordancia, %
Ag 0,97 0,86 + 0,03 89
Ba 518,2 510 + 3,89 98
Bi 12,62 12,07 £ 0,06 96
Cd 5,89 5,70+ 0,03 97
Co 25,3 24,54 + 0,12 97
Cr 18,5 18,25 + 0,08 99
Cu 21,66 20,04 £ 0,11 93
Mn 37,14 36,14 £ 0,19 97
Mo 115,30 115,80 £ 0,54 100
Ni 59,8 56,87 + 0,26 95
Sr 314 323,61 + 3,08 103
\Y 36,07 36,32 £ 0,19 101

De acordo com os resultados obtidos nado foi observado nenhuma

interferéncia, obtendo concordancias entre 93 e 103% para o CRM de agua do
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mar, o qual tem propor¢cbes semelhantes de Cl quando comparados aos
farmacos analisados.

As concordancias para a determinacao de As e Hg por AAS nao puderam
ser avaliadas devido aos valores informados no CRM (0,0005 e 0,006 g g4,
respectivamente) estarem abaixo dos LQs do método.

De acordo com os resultados de concordancia obtidos para o CRM 15673,
as recuperacg0Oes entre 70 a 114% para a avaliagdo da exatiddo do método de
preparo de amostras, estdo de acordo com os valores aceitos pela Farmacopeia
e pela RDC 166 de 2017%3, sendo assim, o método de MW-AD com &cido diluido
mostra-se eficiente para a decomposicao de LOS, CAP, ENA e PROP. J& para
a avaliacao da exatiddo do método de determinacao por ICP-MS, pela avaliagdo
do CRM MRC - Trace elements in water, com concordancias entre 89 e 103%,
também é possivel dizer que € um método adequado para a determinacdo de
contaminantes inorgéanicos, de acordo com a Farmacopeia Brasileira.

Para avaliar a exatiddo do método para a determinacéo de As e Hg, foram
feitos ensaios de recuperacéo com a adicdo de 2,5 ug L* para Ase 5 ug L para
Hg, os quais representam o0s pontos no centro da curva de calibracdo para os

farmacos CAP e ENA, conforme mostra a tabela 17.

Tabela 17. Ensaio de recuperacao para As e Hg. Resultados em %. (n=3)

Amostra As Hg
CAP 113 84
ENA 112 84

As recuperacfes obtidas para a determinacdo de As e Hg através de
ensaio de recuperacéo, estdo na faixa de 84% para Hg e 113% para As, que
séo valores considerados adequados e acordo com a Farmacopeia Americana
(70 a 150%)%4, jA que a Farmacopeia Brasileira ndo informa uma faixa de

recuperacgao aceitavel.
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6 CONCLUSOES

Com o desenvolvimento do trabalho, foi possivel propor um método mais
moderno para o preparo de amostras de farmacos anti-hipertensivos para a
determinacdo de contaminantes inorganicos por métodos espectrométricos.
Estes se destacam por apresentar diversas vantagens frente aos métodos
recomendados pela Farmacopeia Brasileira, como as inUmeras etapas que
envolvem o preparo de amostra, o tempo envolvido em cada uma das etapas,
as quais sao demoradas e morosas. Além disso, os métodos convencionais
utilizam varios acidos concentrados, decomposicdo em sistema aberto e com
aguecimento convencional e determinacdo por método de comparacéo visual, o
qual ndo é possivel identificar e nem quantificar a espécie contaminante.

O método de decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas e acido
diluido mostra vantagens quanto a eficiente decomposicéo utilizando menores
volumes de &cidos, evitando perdas por volatilizacdo e contaminagédo e menores
valores de branco e LD e LQ para a maioria dos elementos avaliados. Os teores
de RCC ficam na faixa entre 7 e 32,8% sem haver interferéncias na etapa de
determinacdo para massas entre 250 e 700 mg de farmaco, a qual depende
principalmente de sua estrutura.

Além da comparacdo entre o método das farmacopeias, foi feita a
decomposicao assistida por MW-AD com acido concentrado. Para ambos 0s
métodos utilizando radiacdo micro-ondas foram obtidos LDs e LQs na faixa de
ng g* para a determinacéo de Ag, Ba, Bi, Cd, Co, Cu, Cr, Mn, Mo, Ni, Sr, e V por
ICP-MS e As e Hg por HG-AAS e CV-AAS.

O preparo de amostras de farmacos anti-hipertensivos por MW-AD com
acido diluido mostrou-se eficiente para a decomposicdo de farmacos com
diferentes estruturas quimicas utilizando a mesma concentracdo de acido,
volume de H20:2 e programa de aquecimento, variando apenas a massa de cada
farmaco. Onde foi possivel obter baixos valores de LQ e a quantificacdo de cada

contaminante inorganico na faixa de ng g.
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