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RESUMO

GRECCO, Giulia Brick. Avaliagdo da microextracao liquido-liquido dispersiva na
determinagao de impurezas metalicas em arnica. Dissertacao (Mestrado) apresentada ao
programa de Pos-Graduagdo Strictu Sensu do Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e
Farmacéuticas, da Universidade Federal de Sdo Paulo para obtencgéo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

As Arnicas Solidago microglossa DC. e Arnica montana L. s&o medicamentos
naturais com acdo analgésica, anti-inflamatoria e antisséptica, é facilmente acessivel a
populacdo brasileira. Esses produtos s&o suscetiveis a contaminacdo por impurezas
elementares que séo prejudiciais a saude humana. Em 2017, a Farmacopeia dos Estados
Unidos (USP) publicou dois novos capitulos para determinagédo de metais pesados. O método
classico foi substituido por técnicas analiticas avangadas, como espectrometria de emissao
6ptica ou espectrometria de massa de plasma indutivamente acoplada (ICP OES e ICP-MS,
respectivamente). No entanto, essas sao técnicas de alto custo para implementar em
pequenos laboratoérios. A microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) envolve a injecao
rapida de uma mistura de extratores e solventes dispersantes na amostra. O uso de liquidos
idnicos (IL-DLLME) e / ou agentes complexantes (cDLLME) para extrair metais de amostras
€ uma alternativa interessante na determinacédo de metais normalmente presentes em niveis
de traco em amostras farmacéuticas. Este procedimento contribui para melhorar os limites de
quantificagdo (LQ), permitindo o uso de técnicas analiticas alternativas ao ICP, como
eletroforese capilar, absorgcao atébmica e espectrofotometria UV-Vis. Portanto, este trabalho
teve como objetivo utilizar um planejamento experimental (DOE) para a otimizagdo da DLLME
na determinagdo de impurezas metalicas no cha de arnica. A substituicdo de solventes
clorados ou toxicos, como cloroférmio e metanol, por uma combinacdo de carbonatos
organicos e liquidos ibnicos, mostrou-se uma alternativa promissora, permitindo assim o
desenvolvimento de uma metodologia analitica que segue os preceitos da quimica verde.
Inicialmente foi comprovado o efeito matriz devido a diferenca de eficéncia de extragao entre
agua e infusdo além da auséncia de paralelismo entre curvas. Esse problema foi resolvido
alterando a forma de quantificacao realizando a curva analitica. O fator de enriquecimento em
cha foi de 89 e 127. O método foi validado conforme RDC 166 onde foram avaliados os
parametros seletividade, linearidade, preciséo, exatidao, limite de detecgéo (LD) e limite de
quantificagao (LQ). O intervalo definido foi de 5,0 — 100,0 ppb para o cadmio e para o chumbo,
e 1,5 - 30,0 ppb para o mercurio, com exatidao entre 94% e 107% e DPR 1,77% e 8,51%. A
técnica mostrou-se aplicavel para analise de impurezas elementares em outras infusées como

de Passiflora incarnata.

Palavras-chave: impurezas elementares; microextracdes; quimica verde; arnica; DLLME;
liquido i6nico.



ABSTRACT

GRECCO, Giulia Brick. Evaluation of dispersive liquid-liquid microextraction in the
determination of metallic impurities in arnica. Dissertation (Master) presented to Pés-
Graduacéo Strictu Sensu do Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e Farmacéuticas
program, from Universidade Federal de Sdo Paulo to obtain the title of Master in
Pharmaceutical Sciences.

Arnicas Solidago microglossa DC. and Arnica montana L.Arnica, are a natural
medicine with analgesic, anti-inflammatory and antiseptic action, is easily accessible by the
Brazilian population. These products are susceptible to contamination by elemental impurities
that are harmful to the human health. In 2017, the United States Pharmacopeia (USP) has
published two new chapters for heavy metal determination. The classical method was replaced
by advanced analytical techniques such as optical emission spectrometry or inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP OES and ICP-MS, respectively). However, these are
high cost techniques to implement in small laboratories. Dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) involves the rapid injection of a mixture of extractor and dispersant solvents into the
sample. The use of ionic liquids (IL-DLLME) and / or complexing agents (cDLLME) to extract
metals from samples is an interesting alternative in the determinination of metals normally
present in trace levels in pharmaceutical samples. This procedure contributes to improve limits
of quantification (LOQ), allowing the use of alternative analytical techniques to ICP such as
capillary electrophoresis, atomic absorption and UV-Vis spectrophotometry. Therefore, this
work aimed to use a design of experiment (DOE) for the optimization of DLLME for
determination of metallic impurities in arnica infusion. The replacement of chlorinated or toxic
solvents, such as chloroform and methanol, with a combination of organic carbonates and ionic
liquids, proved to be a promising alternative, thus allowing the development of an analytical
methodology that follows the precepts of green chemistry. Initially, the matrix effect was proven
due to the difference in extraction efficiency between water and infusion in addition to the
absence of parallelism between curves. This problem was solved by changing the form of
quantification by performing the analytical curve in infusion of arnica. The enrichment factor in
tea was between 89 - 127. The method was validated according to RDC 166 where the
parameters selectivity, linearity, precision, accuracy, limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) were evaluated. The defined range was 5.0— 100.0 ppb for cadmium and
lead, and 1.5 — 30.0 ppb for mercury, with accuracy was between 94% and 107% and DPR
1.77% and 8.51%. The technique proved to be applicable for the analysis of elemental

impurities in other infusions such as Passiflora incarnata.

Keywords: elemental impurities; microextractions; green chemistry; arnica; DLLME; ionic

liquid.
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1. INTRODUGAO

1.1. Produtos tradicionais fitoterapicos e medicamentos fitoterapicos

O uso de plantas como medicamentos surgiu praticamente junto com a humanidade e
mesmo com a evolugdo dos medicamentos alopaticos a sua utilizagdo continua muito
presente principalmente nos paises em desenvolvimento devido a dificuldade ao acesso aos
medicamentos alopaticos por pessoas carentes que vai desde a consulta em centros médicos
até ao preco dos medicamentos. Esse uso é atribuido também devido ao conhecimento
popular que é passado de geragéo para geracao (VEIGA, 2005).

De acordo com a ANVISA, os fitoterapicos podem ser produtos ou medicamentos
compostos exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais, ndo sendo considerado
fitoterapico aquele que inclui na sua composi¢cao substancias ativas isoladas, sintéticas ou
naturais, nem as associacbes dessas com extratos vegetais. A principal diferengca entre
medicamentos fitoterapicos (MF) e os produtos tradicionais fitoterapicos (PTF) esta na sua
comprovacao de eficacia e seguranga. Enquanto os MFs comprovam via estudos clinicos, os
PTFs possuem sua comprovacao através da literatura técnico-cientifica (minimo 30 anos)
comprovando sua tradicionalidade (ANVISA, 2014).

Por ser um pais com uma imensa biodiversidade o Brasil possui uma grande variedade
de familias e espécies de plantas medicinais. AMOZORO (2002) em seu estudo identificou
228 espécies, pertencentes a 73 familias de plantas medicinais em uma pequena cidade do
Mato Grosso.

A arnica foi a planta medicinal escolhida para o desenvolvimento deste projeto, devido
ao facil acesso pela populacéo brasileira, além de estar presente em diferentes composicoes
farmacéuticas (cha, comprimido, capsulas, pomada, etc.). Adicionalmente, ha descrito varias
espécies, sendo essas nacionais e importadas, permitindo assim que seja feito um

comparativo da presenga de impurezas metalicas entre as espécies (ANVISA, 2018).

1.2. Arnica (Nacional e importada)

A Arnica nacional (Solidago microglossa DC.) também conhecida por arnica-do-Brasil
por ser encontrada no sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai, € amplamente utilizada
para aliviar dores musculares e reumaticas, além do tratamento de contusdes e inflamagdes
por possuir propriedades anti-inflamatoérias e analgésicas e consumida prioritariamente de
forma caseira. E considerada uma sucessora da Arnica montana L., conhecida como arnica
importada ou verdadeira, por possuirem propriedades medicinais semelhantes (BAGGIO et
al, 2012).
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Ja a Arnica montana L. é encontrada na Europa, possui monografia na Farmacopeia
Brasileira e na Farmacopeia Europeia, e é utilizada para diversos medicamentos comerciais
para o trato de feridas, consumida de forma tépica como pomadas, géis e compressas com
cha e/ou oral na forma de glébulos. Ela tem agéo analgésica, anti-inflamatéria e antisséptica,
sendo utilizada na medicina, odontologia, veterinaria, dentre outras areas. No Brasil, esta
ultima pode ser registrada como produto tradicional fitoterapico e consta no Formulario de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2018). Contem no minimo, 0,4% (p/p) de
sesquiterpenos lactdnicos totais expressos em tiglato de diidrohelenalina (C2oH260s, 346,42)
(ANVISA, 2019).

Figura 1 — Arnica montana L.

Disponivel em: https://www.purenature.co.nz/products/arnica-flowers-dried

1.3. Contaminacgdo por metais em fitoterapicos

Alguns metais como cobre, zinco, cobalto e ferro desempenham um papel importante
na nutricdo humana, por outro lado outros como cadmio, chumbo, arsénio e mercurio sado
extremamente toxicos ao nosso organismo (KABATA-PENDIAS, 2001).

Devido ao uso nao controlado e aos meios de cultivos das plantas utilizadas no preparo
de fitoterapicos, estes produtos sido passiveis de contaminacdo por impurezas metalicas
provenientes de agrotoxicos, ou solo contaminado em plantagbes proximas de regides de
garimpo ou beira de estrada.

Ermst (2002a e 2002b) mencionam a presenca de contaminantes em amostras
chinesas e indianas. A medicina tradicional indiana defende que o uso de metais como
mercurio € muito importante na bioquimica do corpo humano e com o avanc¢o da internet, nos
dias de hoje, fica de facil acesso a importacao desses medicamentos (VEIGA,2005).

No Brasil, Caldas e Machado (2004) quantificaram amostras de fitoterapicos
comercializados e obtiveram valores de até 1480 ug/g de chumbo presente em amostras de

castanha da india, limite extremamente superior ao estabelecido pelo capitulo Elemental
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Contaminants in Dietary Supplements da U.S. Pharmacopeial Convention (USP) que é de 1,0
pg/g (USP, 2013).

O ICH (International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use), em seu capitulo sobre impurezas metalicas
(Guideline for elemental impurities - Q3D (R1) divide as impurezas elementares em 3 classes:

Classe 1 (elementos téxicos com pouco ou nenhum uso em produtos farmacéuticos);
Classe 2 (elementos de média toxicidade e sao divididos em dois grupos: 2A e 2B sendo
respectivamente grupo de alta e baixa probabilidade de ocorréncia em medicamentos); Classe
3 (elementos com baixa toxicidade, podem ser adicionados intencionalmente no medicamento
e possuem limites de 50 a 1100 pg/g) (ICH Q3D(R1), 2019).

Os limites estabelecidos pelo ICH sdo apresentados na figura 2 e representam
concentragcdes permitidas em microgramas por grama para impurezas elementares em

medicamentos, substancias e excipientes:

Figura 2 — Concentragéo permitida de impurezas elementares conforme ICH
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Fonte: Adaptado de ICH Q3D (R1), 2019.

Devido a maior toxicidade, nesse trabalho serdo avaliados somente os elementos da

classe 1 que sao: arsénio (As), cadmio (Cd), mercurio (Hg) e chumbo (Hg).
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1.4. Métodos de quantificagdo de impurezas metalicas

Para a quantificacdo de metais pesados a ANVISA recomenda que seja seguido o
método geral (Ensaio Limite para Metais Pesados) da Farmacopeia Brasileira 62 Edigao
(ANVISA, 2019). Porém, este método consiste em um teste colorimétrico através da
comparagao da cor da amostra com um padrao contaminado com chumbo sendo um método
pouco seletivo e arcaico, uma vez que esse método existe a mais de 100 anos. Além disso,
estes meétodos ndo atendem aos limites toxicologicos estabelecidos em guias internacionais,
tais como o ICH Q3D onde inclusive, recentemente, em 2018 o Brasil passou a ser membro
do concelho (ICH 2014; ANVISA, 2018).

Diante desse cenario, em 2017, a USP publicou 2 novos capitulos para analise de

impurezas metalicas, os capitulos <232> “Elemental Impurities—Limits” e <233> “Elemental

Impurities—Procedures” além do capitulo ja existente anteriormente o <2232> “Elemental

Contaminants in Dietary Supplements”. Nesses capitulos, o ensaio antigo € substituido por

técnicas avangadas como a espectrometria de emissao Optica ou a espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES e ICP-MS). Estes capitulos passaram a ser
mandatdrios no mercado americano a partir de 2018 nos Estados Unidos e a tendéncia € que
em poucos anos se tornem mandatérios no Brasil também tendo em vista a recente inclusio

do pais como membro do ICH (Thomas, 2015).

1.5. ICP-MS (espectrometria de massas por plasma indutivamente acoplado)

O equipamento de plasma intuitivamente acoplado, ICP, acoplado a uma técnica
espectrometrica, comumente utilizada para a quantificagcdo multielementar de tragos de
metais. Ha dois tipos de detector que podem ser acoplados a este equipamento, o de emissao
atbmica (OES) e o espectrébmetro de massas (MS). A técnica de ICP-OES apresenta
desvantagens em relacdo ao ICP-MS quando se consideram os limites de quantificacao
relativos aos metais, que sado da ordem de mg/L para a primeira e de ng/L para a segunda.
Em contrapartida, a técnica de ICP-MS necessita de um cuidado maior para evitar
contaminac&o, uma vez é mais sensivel que o ICP-OES (THOMAS, 2013).

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) é uma
técnica quantitativa multielementar que trabalha tanto com matrizes simples quanto
complexas com o minimo de interferéncias devido a alta temperatura da fonte de ICP,
capacidade isotépica e baixo limite de detecgdo (MONTASER, 1998; THOMAS, 2013; WOLF,
2005).

A amostra no ICP-MS é convencionalmente introduzida no estado liquido. A solugéo é

entdo aspirada por uma bomba peristaltica para camara de nebulizagdo que separa as gotas


http://www.usp.org/sites/default/files/usp/document/our-work/chemical-medicines/key-issues/c232_final.pdf
http://www.usp.org/sites/default/files/usp/document/our-work/chemical-medicines/key-issues/c233_final.pdf
http://www.usp.org/sites/default/files/usp/document/our-work/chemical-medicines/key-issues/c233_final.pdf
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menores das maiores e converte assim, a amostra em um fino aerossol que é conduzido por
um injetor até a tocha do ICP, onde a amostra é dessolvatada, vaporizada, atomizada e
ionizada (WOLF, 2005; THOMAS, 2013).

A tocha do ICP é um acessoério fabricado em quartzo onde o plasma é formado a partir
de argbnio (Ar) gasoso sob pressao atmosférica, com uma alta temperatura entre 6.000-
10.000 K, mantido por uma fonte (bobina em espiral) de radiofrequéncia (RF). Esta fonte de
RF induz um campo magnético oscilante na bobina, provocando desta forma colisbes dos
atomos de Ar, liberando elétrons e consequentemente excitando e ionizando os analitos. Uma
vez que os ions tipicamente positivos (M+) sdo formados, estes sdo conduzidos ao
espectrdmetro de massas (MS) através de uma regido de interface que é formado por dois
cones metalicos, discos feitos de niquel ou platina contendo um orificio de ~1mm de diametro.
Estes cones sao o de amostragem (“sampler’) e o cone extrator (“skimmer”). Nesta interface,
0s ions saem de uma regiao de pressao de 1-2 Torr para uma regido de baixa pressdo no MS
cerca de ~10° Torr. No MS (comumente o quadrupolar), os ions sdo separados pela razao
massa-carga (m/z) e, por fim, sdo convertidos em sinais elétricos em um detector
(normalmente uma eletromultiplicadora) (MONTASER, 1998; WOLF, 2005; THOMAS, 2013).

Figura 3 - Componentes basicos do ICP-MS
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Adaptado de: THOMAS, 2013

O ICP-MS nao ¢ livre de interferéncias, que sao geralmente classificadas em trés tipos:
espectral, matriz e fisica. A interferéncia mais comum é a espectral poliatémica (ou molecular)
que é ocasionado por diversos fatores como solutos na matriz, plasma, ar circundante, entre

outros. Um exemplo de interferéncia espectral é o poliatdmico “°Ar*®*Cl*, que pode interferir na
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determinagdo do "°As*. No entanto, para eliminar ou atenuar as interferéncias existem
diversas formas/tecnologias como células de colisdo e equagcbes matematicas de corregao
(THOMAS, 2013).

Essas técnicas possuem um alto custo para execug¢ao, o que pode ficar inviavel para
pequenas industrias farmacéuticas de produtos naturais. Adicionalmente, exigem um
laborioso preparo de amostra uma vez que ela precisa ser digerida para que ocorra a
eliminagdo na matéria organica e frequentemente devera ser realizado através da digestao
acida utilizando um forno de micro-ondas, que também pode ser um impedimento econémico

para essas pequenas empresas (CHEN, 2017).

1.6. Métodos de preparo de amostras

1.6.1. Digestao acida

A andlise de impurezas metalicas normalmente exige um complexo preparo de
amostra uma vez que € necessario digerir a amostra para que ocorra a eliminagao total da
matéria organica, caso esta nao seja soluvel no diluente. A forma mais comum de realizar
esta extracao ¢ via digestao acida fazendo o uso de acidos ou misturas de acidos como acido
cloridrico e nitrico e eventual adicdo de perédxido de hidrogénio. A fim de se evitar perda de
material a USP recomenda que o processo seja realizado em um sistema de vaso fechado.
Para acelerar a digestao, pode ser utilizado um forno micro-ondas de alta ou média presséo
(USP, 2017).

1.6.2. DLLME (Microextragao liquido-liquido dispersiva)

Estudos recentes tém mostrado um preparo de amostra alternativo a digestao acida
em micro-ondas, essas técnicas consistem em técnicas de pré-concentragcado que além de
extrair o analito de interesse possuem a caracteristica de concentrar o analito de interesse
seletivamente permitindo inclusive a aplicagdo em outras técnicas menos sensiveis que o ICP-
MS. Essas técnicas requererem baixo consumo de solventes organicos, ndo demandando
muito tempo, apresentam baixo custo e facilidade de implementagdo em qualquer laboratério
analitico, além de contribuirem para a diminuigdo do limite de quantificagdo do método
(Kokosa, 2013; La Colla et al., 2015).

A microextragéao liquido-liquido dispersiva (DLLME) foi proposta pela primeira vez por
Rezaee e colaboradores (2006) e envolve a injecédo rapida de uma mistura dos solventes

extrator e dispersor na amostra aquosa. O solvente dispersor deve ser miscivel na amostra
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(fase aquosa) e no solvente extrator (fase organica) constituindo um sistema ternario de fases.
A mistura de solventes em contato com a amostra promove a dispersédo do solvente extrator
que possui afinidade pelo analito, no caso os metais pesados, na forma de microgotas com
grande area superficial onde ocorre a particao, tal fenébmeno é conhecido como ponto nuvem.
A técnica envolve a centrifugacao para a separagao da fase extratora, essa fase é retirada e
entdo analisada pela técnica analitica adequada (La Colla et al., 2015). Dentre as vantagens
da DLLME, destaca-se:

1) baixo consumo de solventes organicos (quimica verde),

2) simplicidade na operagao,

3) relativamente rapida,

5) facilidade de implementacdo em qualquer laboratério analitico,
6

menores (Saraji e Boroujeni, 2014; La Colla et al., 2015).

)
)
4) baixo custo,
)
)

proporciona altas recuperacbes e consequentemente limites de quantificacido

Figura 4 - Esquema da DLLME
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Adaptado de: MARTINS, 2012.

Com intuito de aumentar a eficiéncia ou ampliar o escopo da DLLME, para ser capaz
de extrair metais por exemplo, muitas estratégias de aplicagcdo podem ser empregadas,
destacando-se o uso de solventes com densidade menor que a agua, extracdo sem solvente
dispersor e o uso de solventes mais verdes. Dentre as alternativas a serem avaliadas,

destaca-se a microextracao liquido-liquido dispersiva empregando liquido iénico (IL-DLLME)
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ao invés de solventes extratores convencionais, tais como os organoclorados: diclorometano,
cloroférmio e tetracloroetileno (La Colla et al., 2015).

Liquidos iénicos (IL) s&o ions que possuem ponto de fusdo inferior a 100°C e sao
compostos por um cation organico (imidazdlio, fosfénio, pirrolidina, piridina ou aménia
quaternaria) e uma base halogenada organica ou inorganica (hexafluorofosfato,
tetrafluoroborato, trifluorometanosulfonato, bis(trifluorometilsulfonil)imida, nitrato, hidréxido,
acetato, cloreto, brometo, alquilsulfato e alquilsulfonato).

As propriedades fisico-quimicas dependem da estrutura e composicdo do LI,
entretanto de maneira geral todos apresentam alta estabilidade térmica, boa estabilidade
quanto a oxidagéao, baixa inflamabilidade, baixa toxicidade, viscosidade variavel, insignificante
pressao vapor, miscibilidade em solventes organicos e em agua além de ser um bom extrator
para diferentes tipos de analitos (GAO et al., 2012, TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013;
VICKACKAITE, 2012).

Pelo fato de apresentar essas propriedades ajustaveis, os ILs sdo considerados como
“designer solvents" aumentando seu uso na quimica analitica, principalmente apresentando-
se como um solvente alternativo no preparo de amostras (HAN; HO-ROW, 2010; JUNIOR
ACREE; GRUBBS, 2012). Os ILs sdo uma excelente alternativa para substituir os solventes
clorados, pois além de possuir capacidade semelhante de extrair analitos de interesse,
também possuem densidade maior que a agua e de acordo com a técnica analitica, podem
ser analisados diretamente. No entanto, para a DLLME, requerem a adicdo de solvente
organico, IL hidrofilico ou surfactante para ajuda-lo na dispersdo na fase aquosa e contribuir
na particdo entre analito e solvente extrator (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013).

Outra estratégia consiste na adigdo de um complexante na mistura extratora como o
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), o dietilfosfato de aménio (DDTP) ou a ditizona.
Esta técnica é denominada chelatometric dispersive liquid—liquid microextraction (cDLLME)
em inglés, nela o ion metalico é ligado por ligagdes covalentes ao agente quelante, um

composto quimico com estrutura heterociclica (MENG,2013).

Figura 5 - Estrutura quimica do EDTA complexado com calcio (a) e do DTTP (b)
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Ao injetar a mistura extratora bruscamente na amostra, os ions metalicos presentes

complexam com o agente quelante e passam para a fase extratora. Uma reagéo geral entre
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ions metalicos e o DDTP é demostrado na figura 6. Pirsaheb em 2015, otimizou um método
de DLLME para determinagéo de metais pesados em truta. Foi utilizado uma concentragéo
de 0,15% (v/v) de DDTP com os solventes de extracao e dispersdo sendo decanol e metanol
respectivamente. E obteve um método linear e com boas recuperacées (PIRSAHEB et al.,
2015).

Figura 6 - Reacéo geral entre ions metalicos e o DDTP
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Adaptado de: PIRSAHEB, 2015

Assim como utilizado no trabalho de Pirsaheb, o metanol é o solvente dispersor mais
usualmente aplicado na DLLME seguido por acetona e acetonitrila. Entretanto esses
solventes s&o toxicos e agressivos ao meio ambiente. Uma possivel substituicdo sdo os
carbonatos organicos que apresentam propriedades quimicas semelhantes as de alguns
solventes organicos e sdo de baixa toxicidade além de biodegradaveis permitindo seu uso
como uma alternativa a solventes organicos volateis tradicionais (MARTINS, 2012; OLIVEIRA
et al., 2018).

O dietilcarbonato, por exemplo foi aplicado como solvente de extracdo para
determinagéo de clorofenol em amostras de agua utilizando a DLLME junto com metanol.
Neste estudo, o carbonato em questao provou ser um promissor solvente verde, aplicavel em
extragoes analiticas (TOBISZEWSKI,2019).

1.7. DOE - Planejamento experimental (design of experiment)

Para um melhor desempenho, a DLLME precisa ser otimizada pois ha muitos fatores
para ajustar como: tipo e volume de solvente extrator, tipo e volume de solvente dispersor,
tipo e concentragéo de complexante, pH da amostra, entre outros. O modelo tradicionalmente
utilizado é a variagao de fator unico onde um fator é variado e os outros permanecem fixos e
assim um a um os fatores sdo avaliados. Essa técnica traz um grande numero de
experimentos e ndo avalia a interagao entre os fatores (POLITIS, 2017 e FUKUDA, 2018).

Uma alternativa é o uso de um conjunto de ferramentas estatisticas denominadas DOE
(Design of experiments) ou planejamento experimental. Os planejamentos podem ser

divididos em dois tipos:
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° Projetos de triagem: sao utilizados na primeira etapa do
planejamento e tem como objetivo principal identificar quais os fatores de maior
influéncia. Os mais utilizados s&o os Fatoriais Completos de dois niveis, Fatoriais
Fracionados e Placket -Burman. O Fatorial Completo por mais detalhado que seja
tem a desvantagem de requerer um grande numero de experimentos, por isso
muitas vezes usa-se o Fatorial Fracionado que consegue gerar bons resultados
com um menor numero de experimentos (FUKUDA, 2018).

° Projetos de otimizagdo: Fatoriais Completos de trés niveis,
Composto Central e Box-Behnken sao os planejamentos de otimizagdo mais
utilizados, pois permitem modelar superficies complexas de resposta. Os projetos
de otimizagdo usam de 3 a 5 niveis de cada fator de entrada, o que permite
modelar a superficie de resposta de 2% ordem (quadratica), no entanto, devido ao
aumento do numero de experimentos necessarios, eles geralmente sdo usados
para estudar um numero reduzido de fatores de entrada e por esse motivo sdo

realizados em um segundo momento do planejamento (FUKUDA, 2018).

No quadro 1 é possivel verificar os tipos de planejamento bem como o numero de

experimentos necessarios para cada um:

Quadro 1 — Tipos de design experimentais

Triagem Plackett-Burman N 2 <N-1
Fatorial fracionado 2 kP Res 2 k>4
Fatorial completo de dois niveis 2k 2 2 <k <5

Otimizagao Box-Behnken 2k (k-1)+C 3 3<k<5
Projeto composto central 2k+ 2K+ C 5 2k<5
Fatorial de 3 niveis 3k 3 2<k<3

Onde: N — nimero de experimentos; k — nimero de fatores; C — Nimero de niveis; p — niumero de

geradores de fragao.

Adaptado de: FUKUDA, 2018
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1.8. Métodos de quantificagcao

Quando se fala em analises qualitativas, quer-se saber a identificacdo ou presenca de
um analito, ja as analises quantitativas o objetivo é determinar a quantidade de um analito em
uma amostra a partir de dois valores, o primeiro normalmente referente ao volume ou massa
do analito presente na amostra e outra medida proporcional como area do pico na
cromatografia, volume na titulagéo, intensidade de luz ou contagens de ions no ICP-MS de
forma que seja possivel gerar uma curva linear de calibragdao (SKOOG, 2014)

Toda amostra é composta de analito, que é o composto de interesse na analise e matriz,
que se trata de todos os outros componentes da amostra. Esses componentes podem
interferir na quantificacdo e quando isso acontece chamamos de efeito matriz. (SKOOG, 2014;
CASSIANO, 2009). O efeito matriz pode sub ou superestimar os resultados reais, por esse
motivo devem ser feitas compensacdes matematicas com a avaliagao de cima para baixo da
incerteza de medi¢ao que ajustem a perda ou ganho de sinal devido ao efeito da matriz no
resultado ou adequar a forma de quantificacdo (MATEOS, 2020).

Basicamente existem 3 tipos de quantificagao:

a. Calibracdo por padrao externo: Padroes com concentragbes conhecidas sao
preparados separadamente da amostra e uma curva de resposta por

concentragdo pode ser plotada.

Figura 7 — Calibracao por padrao externo
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Adaptado de: CASSIANO, 2009

b. Calibragao por padrao interno: Semelhante ao primeiro caso, porém nesse modo
em todos dos padrdes, brancos e amostras a adigdo de um segundo composto
conhecido como padrao interno e a quantificagao é feita relacionando a resposta

do analito/ resposta do padréao interno pela concentragao:



24

Figura 8 — Calibracao por padrao interno
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Adaptado de: CASSIANO, 2009
c. Calibragdo por adicdes de padrdes: E utilizada normalmente quando ha efeito
matriz. Quantidades conhecida de padrdo sédo adicionadas na propria amostra e

0 branco € a amostra sem nenhuma adi¢ido de padréo.

Figura 9 — Calibragao por adigbes de padrbes
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1.9. Validagdo de métodos analiticos

Segundo a RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017 que dispde sobre a validagao de

métodos analiticos, a validacdo de métodos analiticos deve demonstrar que o método

analitico produz resultados confiaveis e é adequado a finalidade a que se destina, para isso

possuir os seguintes parametros:

v

Seletividade: pardmetro que, se tratando de métodos cromatograficos, comprova
a capacidade do método de identificar ou quantificar o analito de interesse na
presengca de componentes que podem estar presentes na amostra, como
impurezas, diluentes e componentes da matriz.

Linearidade: Avalia se as respostas analiticas estdo diretamente proporcionais
a concentracdo de um analito em uma amostra. A linearidade do método é
avaliada através da curva analitica obtendo-se o coeficiente de correlagao (r)
que deve ser maior que 0,990. Para saber se o r obtido foi realmente satisfatério
utiliza-se a hipétese da correlagao verificada por meio de regressao linear. Outro
parametro para avaliar a regressao linear é a analise de residuo, o residuo &
dado pela subtracdo do Y obtido menos o Y estimado. Nao deve haver nenhum
outlier no sistema, ou seja, nenhum ponto discrepante dos demais;

Intervalo: é a faixa 6tima de trabalho analitica entre os limites de quantificacao
superior e inferior de um método analitico. Todas as amostras e padroes devem
estar dentro do intervalo de confianca da amostra calculada pela forma acima;
Precisado: Tem por finalidade avaliar a proximidade entre os resultados obtido. A
precisio de um método pode ser avaliada em dois niveis. O primeiro, a
repetibilidade, diz a respeito da capacidade do método gerar resultados proximos
um dos outros em medidas independentes em um mesmo dia e nas mesmas
circunstancias. O segundo é a precisao intermediaria, onde as amostras sao
analisadas em circunstancias diferentes como outro dia e/ou outro equipamento
e/ou outro analista para avaliar a reprodu¢cao do método;

Exatiddo: esse pardmetro deve ser obtido por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor
aceito como verdadeiro. O parédmetro para avaliagdo de exatidao € a
recuperacgao, ou seja, o quanto o valor obtido se aproxima do valor real em
porcentagem;

Limite de Quantificagdo e Detecgao: limite que diz a quantidade minima do
analito que pode ser detectada e a quantidade minima que pode ser quantificada

com precisdo e exatidao.
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Cada um desses parametros deve ser atendido da melhor maneira possivel para que o
método analitico seja reconhecido e validado. Para a validacdo de métodos para a avalicdo
de impurezas de forma quantitativa deve ser avaliado: Seletividade, linearidade, preciséo,

exatidao, intervalo e limite de quantificagao.
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2. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo utilizar um planejamento experimental (DOE) para a
otimizacao dos parametros da DLLME na determinacdo de impurezas metalicas em amostras

de cha de arnica comercializada em territério brasileiro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Determinagao de impurezas elementares da arnica por espectrometria de

massas por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) na droga vegetal e no cha

3.1.1 Amostras

As amostras das plantas selecionadas para este estudo foram: Arnica nacional (parte
aeérea da Solidago microglossa DC. da empresa natural Florien) e Arnica importada (Flor de
Arnica montana L. da empresa natural Florien). As amostras foram adquiridas em ervanarios

e farmacias localizadas em territério brasileiro.

3.1.2 Preparo da Amostra de droga vegetal

Os experimentos foram realizados com amostras trituradas em moedor de café (Di
Grano, Cadence, Brasil) com didmetro menor que 150 um. Inicialmente, pesou-se 120 mg
dessas amostras, em seguida, submeteu-as a pré-digestdao em bloco digestor em grafite
(EasyDigest, Analab, Franga) contendo 2 mL de acido nitrico (65% m m-1, Synth, Brasil)
bidestilado (DST-1000, Savillex, EUA) por 24h e posterior digestdo em forno de micro-ondas
((Ethos Easy, Milestone, Italia). As amostras foram diluidas para 40 mL com agua ultrapura
(resistividade 18.2 MQ cm, Master System All, Gehaka, Brasil) e analisadas por ICP-MS
(Agilent 7900, Hachioji, Japao).

3.1.3 Preparo do cha

Para o preparo dos chas de droga vegetal utilizou-se a quantidade indicada de droga
vegetal no Formulario de Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira. A proporgéo indicada é de
3 g para 150 mL de agua (ANVISA, 2018).

Pesou-se entao, aproximadamente 1,0 g de amostra em um béquer de 100 mL e
adicionou-se 50 mL de agua fervente. Apds 10 min a mistura foi filtrada em filtro quantitativo.

As amostras analisadas por ICP-MS (Agilent 7900, Hachioji, Jap&o).
3.1.4 Anadlise em ICP-MS
As analises foram realizadas com calibragédo externa através do preparo de solugbes

contendo 5% de &acido nitrico (Perkin Elmer, Waltham, EUA). Materiais de Referéncia

Certificados (MRCs) tomato leaves 1573a e aquatic plants BCR®-670 foram usados para
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avaliar a exatiddo do método. Os reagentes utilizados tinham alto grau de pureza e estavam
livres de contaminagao por metais mesmo assim foi realizada a leitura da solugéo branco.
Os elementos avaliados foram arsénio, cadmio, mercurio e chumbo em triplicata de

cada nas condi¢des abaixo:

o 75 As [No Gas]

e 111 Cd [No Gas]

e 202 Hg [No Gas]

e 208 Pb [No Gas]

3.2. DOE Microextragao Liquido-Liquido Dispersiva empregando Liquidos Iénicos

(IL-DLLME) na determinagao de impurezas elementares.

3.2.1. Amostras

Os estudos iniciais foram conduzidos com agua ultrapura (resistividade 18.2 MQ cm,
Master System All, Gehaka, Brasil) fortificada com 10 ppb de arsénio, chumbo e cadmio e

com 2 ppb de mercurio (Perkin EImer, Waltham, EUA).

3.2.2. Reagentes

Além dos extratores e dispersores normalmente empregados na DLLME, cloroférmio
e metanol, respectivamente, avaliou-se também como dispersores os carbonatos:
dimetilcarbonato, dietilcarbonato e propilcarbonato (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA).

Quanto aos ILs, foram avaliados trés diferentes compostos sintetizados pelo Prof. Dr.
Luiz Sidney Longo Junior da Unifesp campus Diadema, conforme apresentado na Figura 10.
Esses compostos possuem o mesmo anion: bis(trifluorometanosulfonil)imida (NTf.) e com
diferentes cations organicos (pyrr: pirrolidina; Im: imidazolio e Py: piridina), todos os trés
contendo os substituintes -metil e -octil possuindo a aparéncia de um 6leo de cor amarelada.
A sintese dos liquidos i6nicos aconteceu em duas etapas: alquilagdo de uma amina com um
halo-alcano fornecendo um sal brometo intermediario seguido de uma reagéo de metatese de
anions com um sal adequado sendo possivel obter varios liquidos ibnicos com diferentes
anions e propriedades (PENA-PEREIRA, 2014).
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Figura 10 - Estrutura quimicas dos liquidos iénicos
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Os liquidos ibnicos obtidos pelo Prof. Dr. Luiz Sidney Longo Junior foram
caracterizados pelo mesmo onde, os espectros de RMN de 'H, '*C e '°F foram adquiridos a
temperatura ambiente em equipamentos Bruker DPX300, DPX400 ou AV400, utilizando
CDCl; ou DMSO-ds como solventes; os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em
partes por milhdo (ppm) e referenciados pelo pico residual do solvente. As analises de
espectrometria de massas de alta resolugdo (EMAR) foram realizadas em equipamento
Bruker MicroTOF 61, com método de ionizagao por impacto de elétrons [(ESI(+) e ESI(-)]. As
analises espectroscopicas foram realizadas no GlaxoSmithKline Carbon Neutral Laboratories
- University of Nootingham, Reino Unido. Os dados espectroscopicos estdo de acordo com os
dados relatados na literatura.

Adicionalmente, avaliou-se a adicdo de um complexante na mistura extratora como o
acido etilenodiamino tetra-acético (Figura 11a - EDTA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) e o
dietilfosfato de amoénio (Figura 11b - DDTP) (Alfa Aesar, Haverhill, EUA). Esta técnica de
microextragdo € denominada chelatometric dispersive liquid—liquid microextraction (cDLLME)
em inglés, nela o ion metalico é ligado por ligagdes covalentes ao agente quelante, um

composto quimico com estrutura heterociclica (MENG,2013).

Figura 11 - Estrutura quimica do EDTA complexado com célcio (a) e do DTTP (b)
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3.2.3. Experimento preliminares de DLLME

Conduziu-se os primeiros experimentos por DLLME avaliando de maneira univariada

os trés ILs, em triplicata, apresentados na Figura 10, empregando de maneira fixa as
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seguintes condi¢des: 440 uL de metanol como solvente dispersor, 10 pyL de IL como solvente
extrator em 5 mL de amostra conforme descrito no item 3.2.1. Apds a injecao brusca dessa
mistura, centrifugou-se as amostras a 3.000 RPM por 10 minutos. Coletou-se a fase
sedimentada por completo e a essa, adicionou-se 50 pL de acido nitrico (65% m m-1, Synth,
Brasil) bidestilado (DST-1000, Savillex, EUA). Digeriu-se os ILs por 24 horas, diluiu com agua
ultrapura para 1.000 pL (resistividade 18.2 MQ cm, Master System All, Gehaka, Brasil) e em
seguida, injetou-se além do precipitado, o sobrenadante no ICP-MS (Agilent 7900, Hachioji,
Japao. Avaliou-se também se o pH possuia influéncia direta na eficiéncia de extracao, para
isso, preparou-se solugdes de acido nitrico 0,1 M e hidroxido de sédio 0,1 M e as adicionou
na proporcao de 10% (v/v) nas amostras. Também se comparou os carbonatos em relagéo
ao metanol, todos utilizados num volume de 400 pL. Além do volume do IL, em comparacao
ao experimento anterior que se utilizou apenas 10 pL de IL, neste experimento empregou-se

maiores volumes: 50, 100 e 200 L
3.2.4. Design de experimentos para otimizacao da DLLME

Considerando os inumeros fatores (solvente extrator, dispersor, complexante, pH, etc.)
envolvidos na otimizagédo da IL-DLLME, conduziu-se um Planejamento Fatorial Fracionario
com 6 fatores em dois niveis (2%2) empregando Minitab 17 Statistical Software (Pensilvéania,

EUA). As condigdes avaliadas sdo apresentadas no quadro 2.

Quadro 2 - Fatores avaliados no planejamento 1 na otimizagéo da IL-DLLME

Fatores Nivel (-) Nivel (+)
Solvente Dispersor Metanol Dietilcarbonato
Solvente Extrator CHCIs OMImMNTF2
Complexante EDTA DDTP

pH amostra Acido Basico
Volume Extrator (uL) 25 100
Volume Dispersor (uL) 200 400

O planejamento resultou em uma sequéncia de testes totalizando 16 experimentos,
para todas as condi¢des, preparou-se uma amostra branco, sem a presenca dos analitos, e
um padréo fortificado, em que se adicionou a solugao estoque apds a extragao. As

condigbes testas podem ser observadas no quadro 3:

Quadro 3 - Experimentos do planejamento fatorial fracionario

Run Order S_olvente Comple- oH Solvente Volume \_Iolume
Dispersor xante extrator Extrator  dispersor
1 Dietil DDTP 3 Cloroférmio 100 200
2 Dietil DDTP 3 IL 100 400
3 Dietil DDTP 9 Cloroférmio 25 400




4 Dietil DDTP 9 IL 25 200
5 Dietil EDTA 3 Cloroférmio 25 400
6 Dietil EDTA 3 IL 25 200
7 Dietil EDTA 9 IL 100 400
8 Dietil EDTA 9 Cloroférmio 100 200
9 Metanol DDTP 3 IL 25 400
10 Metanol DDTP 3 Cloroférmio 25 200
11 Metanol DDTP 9 Cloroférmio 100 400
12 Metanol DDTP 9 IL 100 200
13 Metanol EDTA 3 IL 100 200
14 Metanol EDTA 9 IL 25 400
15 Metanol EDTA 9 Cloroférmio 25 200
16 Metanol EDTA 3 Cloroférmio 100 400

Em um segundo planejamento foi realizado: planejamento de experimento fatorial
misto utilizando-se o software Minitab com os fatores de maior influéncia no experimento
anterior (pH, complexante) e também resolveu-se avaliar novamente os ILs. Nele foi

considerado 2 fatores com 3 niveis cada e 1 fator com 2 niveis:

Quadro 4 - Fatores avaliados no planejamento fatorial misto na otimizagéo da IL-DLLME

Fatores N’ivel 1 Nivel 2 Nivel 3
pH Acido Neutro Basico
Solvente Extrator OMpyrrNTF2 OMIMNTF2 OpyNTF2
Complexante EDTA DDTP -
Nessa etapa, foram fixados os demais fatores:

1- Solvente Dispersor: Dietilcarbonato

2- Volume do extrator: 25 pyL

3- Volume do dispersor: 200 uL

O planejamento resultou em 18 experimento aleatérios que podem ser visualizados
quadro 5:

Quadro 5 - Experimentos do planejamento fatorial misto

EXP Extrator pH Complexante
1 Solvente E1 Acido DDTP
2 Solvente E1 Basico DDTP
3 Solvente E1 Neutro DDTP
4 Solvente E1 Acido EDTA
5 Solvente E1 Basico EDTA
6 Solvente E1 Neutro EDTA
7 Solvente E2 Acido DDTP
8 Solvente E2 Basico DDTP
9 Solvente E2 Neutro DDTP
10 Solvente E2 Acido EDTA
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11 Solvente E2 Basico EDTA
12 Solvente E2 Neutro EDTA
13 Solvente E3 Acido DDTP
14 Solvente E3 Basico DDTP
15 Solvente E3 Neutro DDTP
16 Solvente E3 Acido EDTA
17 Solvente E3 Basico EDTA
18 Solvente E3 Neutro EDTA

O terceiro e ultimo planejamento consistiu em um planejamento empregando o
delineamento por compdsito central para uma investigacdo mais detalhada a respeito do
comportamento frente a esses fatores pH e concentracdo do complexante. O planejamento
resultou em 13 experimentos onde foi fixado o solvente dispersor (200 uL dieticarbonato), o
solvente extrator o (25 yL de OMIMNTF2) e o complexante (DDTP). As variaveis foram: pH
(variando entre 2,0 a 9,0) e concentracdo de DDTP (0,02 a 0.5mg/ml na solucéo final). A

ordem dos experimentos pode ser visualizada no quadro 6.

Quadro 6 - Experimentos do planejamento por compdsito central

OrdemEns pH [Complexante] mg/ml
1 3 0,1
2 8 0,1
3 3 0,4
4 8 0,4
5 2 0,25
6 9 0,25
7 5,5 0,02
8 5,5 0,5
9 5,5 0,25
10 5,5 0,25
11 5,5 0,25
12 5,5 0,25
13 5,5 0,25

Durante todos os planejamentos a DLLME foi realizada injetando rapidamente na
amostra a mistura extratora, em seguida a amostra foi centrifugada em centrifuga refrigerada
Fanem — Excelsa 4. Mod. 280.R. a 3500 RPM por 10 min. O sobrenadante foi removido e ao
precipitado foi adicionado 750 L de acido nitrico (65% m m-1, Synth, Brasil) bidestilado (DST-
1000, Savillex, EUA). Apos 24h foi adicionado agua purificada para completar 15 mL. As
amostras analisadas por ICP-MS (Agilent 7900, Hachioji, Japao).
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Figura 12 — Equema DLLME em agua
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3.3. Avaliacao do efeito matriz

3.3.1. Preparo do cha

Para o preparo dos chas de droga vegetal utilizou-se a quantidade indicada de droga
vegetal no formulario de fitoterapico da Farmacopeia Brasileira. A proporc¢ao indicada é de 3
g para 150 mL de agua (ANVISA, 2018).

Pesou-se ent&o, aproximadamente 1,0 g de amostra em um béquer de 100 mL e

adicionou-se 50 mL de agua fervente. Apds 10 min a mistura foi filtrada em filtro quantitativo.

3.3.2. Teste preliminar

A avaliagao do efeito matriz foi estudada através da adicdo de padrdao de cadmio,
chumbo e mercurio a fim de se obter concentragdes finais de 10 ppb para Pb e Cd e 2 ppb
para Hg em agua ultrapura (resistividade 18.2 MQ cm, Master System All, Gehaka, Brasil) e
em chas de arnica importada e nacional. Foram preparadas amostras onde o padrao foi
adicionado antes da DLLME e amostras onde o padrao foi adicionado depois afim de se
determinar a eficiéncia de extragdo tendo como 100% a contagem de metais nas amostras

adicionadas depois. Sera comparado também com a adig¢ao inicial em agua.
3.3.3. Teste de filtro
Mansour e Khairi (2017) destacam que o pré-tratamento antes da realizagdo da

DLLME, principalmente para matrizes complexas, é uma alternativa usualmente empregada.

Diante disso, avaliou-se a incluséo da centrifugacao a 3.500 RPM por 10 min (centrifuga
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refrigerada - Fanem — Excelsa 4 Mod. 280.R) e logo em sequéncia da filtragcao (filtro Millex
PVDF 0,45 um 33 mm de didmetro) das amostras de cha antes da DLLME, com o intuito de

reduzir significativamente o efeito matriz. As amostras foram preparadas conforme item 3.3.2.
3.3.4. Curvas de calibragao - Paralelismo

Preparou-se, em triplicata, pequenas curvas de calibragdo contemplando os seguintes
intervalos de aplicagao: 50,0 — 120,0 ppb para o cadmio e para o chumbo, e 15,0 — 60,0 ppb
para o mercurio, onde, o branco e mais trés pontos foram preparados em agua e em cha de
arnica nacional e importada.

Esse experimento deve como objetivo principal determinar a forma de quantificagédo

(adicido de padrao ou curva em matriz conhecida) para seguir com posterior validag&o analitica.
3.3.5. Fator de enrriquecimento

Tendo definido o preparo de amostra, sera calculado o fator de enquicimento (E) que
mede o0 numero de vezes que a técnica de micro-extragdo pré-concentrou a amostra em

questao. Para isso, utilizamos a féormula abaixo:

Equacao 1 — Fator de enrriquecimento
_ Vd _ eficiéncia de extracdo
“va®™ 100

Onde: Vd é o volume da fase doadora e Va o volume da fase aceptora (OLIVEIRA et
al.,2008).

3.3.6. DLLME

Para a realizacao da DLLME em cada um dos testes, as amostras foram acidificadas
para pH entre 3,0 e 4,0 e foi adicionado complexante DDTP a uma concentragéo de 0,35
mg/mL. Em seguida uma mistura de 200 pL de dietilcarbonato com 25 yL de OMImMNTF2 foi
injetada rapidamente na amostra. A amostra foi centrifugada em centrifuga refrigerada Fanem
— Excelsa 4. Mod. 280.R a 3500 RPM por 10 min. O sobrenadante foi removido e a fase
sedimentada foi adicionado 750 yL de acido nitrico (65% m m-1, Synth, Brasil) bidestilado
(DST-1000, Savillex, EUA). Ap6s 24h foi adicionado agua purificada para completar 15 mL.
As amostras analisadas por ICP-MS (Agilent 7900, Hachioji, Jap&o).
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Figura 13 — Equema DLLME em cha
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3.3.7. Avaliacao estatistica

A comprovacao ou auséncia do efeito matriz ocorreu atras da aplicagdo de testes

estatisticos como a analise de variancia (ANOVA) e da avaliagao de paralelismo entre curvas.

3.4. Validacao da metodologia analitica

Realizou-se a validacao conforme a RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017 que
dispbe sobre a validacdo de métodos analiticos e outros compéndios oficiais como a
farmacopeia americana (USP) nos capitulos <232> “Elemental Impurities—Limits” e <233>
“Elemental Impurities—Procedures” além do capitulo <2232> “Elemental Contaminants in
Dietary Supplements”, o ICH Q3D(R1) — “Elemental impurities” e o guia da AOAC Official
Methods of Analysis — “Guidelines for Standard Method Performance Requirements” onde
foram avaliados os parametros: seletividade, linearidade, precisao (repetitividade e preciséo

intermediaria), exatidao, limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagcao (LQ).

3.4.1. Preparo do cha

Para o preparo dos chas de droga vegetal utilizou-se a quantidade indicada de droga
vegetal no formulario de fitoterapico da Farmacopeia Brasileira. A proporgao indicada é de 3
g para 150 mL de agua (ANVISA, 2018).

Pesou-se entdo, aproximadamente 1,0 g de amostra em um béquer de 100 mL e

adicionou-se 40 mL de agua fervente. Apds 10 min a mistura foi filtrada em filtro quantitativo.


http://www.usp.org/sites/default/files/usp/document/our-work/chemical-medicines/key-issues/c233_final.pdf
http://www.usp.org/sites/default/files/usp/document/our-work/chemical-medicines/key-issues/c233_final.pdf
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Adicionou-se 10 mL de uma solugdo de complexante DDTP a uma concentragdo de 0,35

mg/mL e acidificou-se o meio com acido nitrico até o pH entre 3,0 e 4,0.

3.4.2. DLLME

Em cada amostra preparada uma mistura de 200 uL de dietilcarbonato com 25 L de
OMImMNTF2 foi injetada rapidamente na amostra. A amostra foi centrifugada em centrifuga
refrigerada Fanem — Excelsa 4. Mod. 280.R a 3500 RPM por 10 min. O sobrenadante foi
removido e a fase sedimentada foi adicionado 750 pL de acido nitrico (65% m m-1, Synth,
Brasil) bidestilado (DST-1000, Savillex, EUA). Apds 24h foi adicionado agua purificada para
completar 15 mL. As amostras analisadas por ICP-MS (Agilent 7900, Hachioji, Japao).

3.4.3. Preparo da solucao padrao estoque

Pipetou-se 25 uL da solucédo padrao de chumbo e cadmio 10.000 ppm e 75 pL da
solucdo padrao de mercurio 1.000 ppm para um falcon de 50mL. Completou-se o volume

obtendo as concentragdes de 5,0 ppm de Pb e Cd e 1,5 ppm de Hg.

3.4.4. Seletividade

A técnica de ICP-MS ja é por si s6 considerada uma técnica seletiva uma vez que
detecta os elementos em virtude de sua razdo massa/carga (m/z), com isso para a avaliagao

da seletividade foram preparadas as seguintes solugdes:

3.4.4.1. Branco agua: Utilizou-se uma amostra de agua filtrada e passou-se essa amostra

por todos os processos da microextracao.

3.4.4.2. Branco cha: Seguiu-se com a microextracao sem a adicao de metais.

3.4.4.3. Cha contaminado: Foi realizado a adigdo 100 uL da solugao padrao estoque (3.4.3)
em 5 mL de cha a fim de se obter concentracdes finais de 100,0 ppb para Pb e Cd e 30,0 ppb
para Hg.

A avaliagao se deu pela presenca significativa de sinal fornecida pelo equipamento no
cha contaminado e da auséncia ou baixo sinal nos brancos bem como a avaliagcdo da
porcentagem de interferéncia do branco (cha nédo contaminado) em relagdo a amostra

contaminada.
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3.4.5. Linearidade

Preparou-se, em triplicata a curva de calibragdo contemplando os seguintes intervalos
de aplicacdo: 5,0— 100,0 ppb para o cadmio e para o chumbo, e 1,5 - 30,0 ppb para o mercurio.
Para isso foram adicionadas quantidades estabelecidas de solugdo padrao estoque (3.4.3)
em 5 mL de cha preparado conforme item 3.4.1. em 6 diferentes concentragbes seguindo o

quadro abaixo:

Quadro 7 — Concentragdes de cada ponto da linearidade

Concentragao Cd Concentragao Pb Concentragao Hg
Volume adicionado
(ppb) (ppb) (ppb)
Branco Branco Branco 0 uL
5,0 5,0 1,5 5puL
10,0 10,0 3,0 10 pL
25,0 25,0 7,5 30 uL
50,0 50,0 15,0 50 L
75,0 75,0 22,5 75 uL
100,0 100,0 30,0 100 pL

3.4.6. Exatidao

Para a avaliacdo da exatidao, utilizou-se a curva de calibracio obtida no item 3.4.5. e
calculou-se a recuperagdo em trés diferentes niveis (baixo, médio e alto) em triplicata
resultado em um total de 9 determinagbes. As concentragdes avaliadas foram: 50,0 ppb, 75,0

ppb e 100,0 ppb para cadmio e chumbo e 15,0 ppb, 22,5 ppb e 30,0 ppb para o mercurio. O

preparo se deu conforme o item 3.4.5.
3.4.7. Precisao
3.4.7.1. Precisao 1 (repetibilidade)
Utilizou-se as amostras da exatidao (3.4.6) para avaliar a precisao.
3.4.7.2. Precisao 2 (intermediaria)
As amostras foram preparadas conforme a exatidao (3.4.6) em um dia diferente por

um operador diferente (houve auxilio de uma aluna de iniciagao cientifica). O laboratério e o

equipamento foram mantidos devido a auséncia de outro laboratério com ICP-MS uma vez
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que se trata de um equipamento de alto custo e por isso ndo é possivel denominar
reprodutibilidade.

3.4.8. Limite de detecgao (LD) e Limite de quantificagao (LQ)

Realizou-se 10 vezes a leitura do branco (infusdo Arnica montana L., passando por
microextracdo conforme item 3.4.1 e 3.4.2.) sem a adi¢ao das impurezas metalicas. Calculou-
se através das equacgdes abaixo em que, IC é a inclinagao da curva de calibragdo, o € o desvio
padrao das leituras do branco (ANVISA, 2017):

Equacao 2 e 3 —Calculodo LD e LQ
LD=33.o LQ=10.0

IC IC

3.4.9. Avaliacao estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados por meio do teste t pareado, teste f, analise da
variancia (ANOVA) de um unico ou multiplos fatores, ao nivel de significancia de p<0.05,
correlagao, analise de residuos, recuperagao e desvio padrao relativo por meio de software

especificos como Excel® e Action Stat PRO®.

3.5. Aplicacoes

3.5.1. Aplicagcdo em arnica de outra espécie

Uma analise de precisao foi feita para demonstrar a aplicacao da IL-DLLME em outra
espécie de arnica (Solidago microglossa DC.). Para isso utilizou-se uma curva de calibragao
realizada em infusdo de Arnica montana L. para quantificar amostras de infusdo de Solidago
microglossa DC. As amostras de Solidago microglossa DC. foram preparadas conforme item
3.4.1, em triplicata nas concentrag¢des 50,0 ppb, 75,0 ppb e 100,0 ppb para cadmio e chumbo
e 15,0 ppb, 22,5 ppb e 30,0 ppb para o mercurio.

3.5.2. Aplicagao em outra planta

Procedeu-se conforme item 3.5.1 em infuséo de passiflora (Passiflora incarnata).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

41. Determinacao de impurezas elementares da arnica por ICP-MS na droga vegetal

e no cha

O intuito dessa analise por ICP-MS foi o de se determinar experimentalmente,

segundo a metodologia oficial da Farmacopeia Americana, a presenga das impurezas

elementares que devem ser avaliados segundo o capitulo <2232> Elemental Impurities in

Dietary Supplements (USP, 2017). Além disso, avaliar o quanto de contaminag¢do chega ao

produto final que sera consumido pelo paciente, o cha.

Os resultados obtidos na quantificagao de arsénio, cadmio, mercurio e chumbo séo

apresentados na figura 14. As Analises foram realizadas em ftriplicata.

Concentragao (ppb)

arsénio,

Figura 14 - Determinagao de metais pesados por ICP-MS em arnica em ppb
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De acordo com a Farmacopeia Americana, os limites maximos permitidos para

cadmio, chumbo e mercurio sédo 1,5 ppm; 0,5 ppm; 0,5 ppm e1,5 ppm,
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respectivamente. Observa-se resultados acima do permitido para chumbo uma vez que em
droga vegetal encontrou-se resultados de até 0,9 ppm para arnica nacional. As outras
impurezas elementares, apesar de estar dentro dos limites permitidos, apresentaram valores
superiores na arnica nacional em comparacao a importada quanto a presenca impurezas
elementares.

Pode-se observar também que as quantidades encontradas no cha sao muito
inferiores do que na droga vegetal mostrando que grande parte das impurezas nao ¢ lixiviada
ao se preparar o cha, dessa forma nido sendo potencialmente téxico ao consumidor final.
Entretanto nessas baixas concentracdes seria dificil quantificar as impurezas elementares a
nivel de traco utilizando outra técnica analitica que nao o ICP-MS, para isso, seria necessario
a pré-concentragao da amostra. A DLLME consiste em uma microextracao onde uma mistura
dos solventes extrator e dispersor séo injetados bruscamente na amostra aquosa extraindo e

pré-concentrando o analito de interesse.

4.2. DOE Microextragao Liquido-Liquido Dispersiva empregando Liquidos I6nicos

(IL-DLLME) na determinagao de impurezas elementares.

4.2.1. Experimento preliminares de DLLME

Os primeiros experimentos de DLLME onde nao foi utilizado planejamento
experimental ndo foram satisfatérios. Diante dessas variaveis (tipo de solvente dispersor, pH
e volume do solvente extrator), a eficiéncia de extras¢gao também foi insignificante. Trujillo-
Rodriguez et al. (2013) descrevem que o uso de agentes quelantes na IL-DLLME é bastante
comum, sendo assim novos experimentos empregando os quelantes EDTA e DDTP foram
conduzidos utilizando o planejamento experimental com o uso do Minitab 17 Statistical

Software (Pensilvania, EUA)

4.2.2. Design de experimentos para otimizagao da DLLME

As analises do Planejamento Fatorial Fracionario geraram os graficos de efeito

principais apresentados na Figura 15.
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Figura 15 - Grafico de efeitos principais avaliando a diferengca nas médias dos
niveis para cada um dos fatores
Pb 208 [No Gas]

Solvente dispersor Complexante pH Solvente Extrator Volume Extrator Volume Dispersor

Hg 201 [No Gas]

Solvente dispersor Complexante pH Solvente Extrator Volume Extrator Volume Dispersor

DC MeOH DDTP EDTA Ac. Bas. CHCI3 IL 25 100 200 400
As 75 [No Gas]
Salvente dispersor Complexants pH Solvente Extrator Volume Extrator Valume Disperior

Hg 201 [No Gas]

Solvents dispersor Complexants pH Solwents Extrator Volums Extrator Volume Dispersor

Tt

DC MeOH DDTP EDTA Ac. Bas. CHCI3 IL 25 100 200 400

Pb: chumbo; As: arsénio; Hg: mercurio; Cd: cadmio; DC: dietilcarbonato; MeOH:
metanol; Ac: pH acido; Bas: pH basico; CHCls: cloroférmio; IL: liquido idnico (OMIMNTF?)
As anadlises para cadmio, mercurio e chumbo foram realizadas na modalidade No

Gas, monitorando as seguintes m/z: 111 e 112 para cadmio; 201 e 202 para mercurio; 206 e
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208 para chumbo. Ja o arsénio foi analisado na presenca de hélio, para evitar a formacao de
interferentes contendo cloreto de argénio (ArCl). Observa-se na Figura 15 que os fatores mais
significativos foram o pH, o tipo de solvente dispersor e o tipo de solvente extrator, sendo que
para este ultimo o IL apresentou um efeito positivo para todos os analitos entao foi fixado no
experimento posterior. Para as outras m/z monitoradas para cadmio, mercurio e chumbo o
comportamento observado foi semelhante as apresentadas na Figura 15.

Em estudo paralelo no mesmo laboratdrio realizado pela aluna de iniciagcao cientifica
Michelle Léredo, foi verificado que o complexante DDTP complexa melhor com os metais Cd,
Hg e Cd do que o EDTA. Isso foi comprovado pois ao adicionar uma solugéo de 2 mg/mL a
uma solucdo de 1000 ppm dos metais acima em proporgcdo 1:1 verificou-se a turvacao
somente das amostras com DDTP comprovando-se assim que ocorreu a complexagao.

Com o experimento fatorial misto foi possivel escolher o IL OMIMNTF2 como agente
extrator e o DDTP como agente complexante. O pH foi avaliado novamente no planejamento
por composito central.

Posteriormente foi realizado um planejamento de otimizacdo para esses fatores
empregando o delineamento por compdsito central para uma investigagdo mais detalhada a
respeito do comportamento frente a esses fatores. O planejamento resultou em 13
experimentos onde foi fixado o solvente dispersor (dieticarbonato), o solvente extrator o
(OMIMNTF2) e o complexante (DDTP). As variaveis foram: pH (variando entre 2,0 a 9,0) e
concentragao de DDTP (0,02 a 0.5mg/ml na solugéao final).

Durante este experimento, observou-se que a eficiéncia de extragdo do arsénio em
relagdo ao spike com padrao foram muito baixas (de 0 a 5 %). Isso deve-se ao fato do As
possuir carater acido e com isso ndo consegue complexar com o DDTP pois fica na forma de
arsenato AsO%; carregado negativamente (YAZDI, 2010).

Verificou-se também que as recuperagdes para o mercurio foram parecidas entre si,
mostrando que a concentragcdo de complexante e pH ndo impactam muito para a extragéao de
mercurio. Por esse motivo nao foi possivel gerar o grafico de superficie e de contorno para
esse elemento.

Para cadmio e chumbo as recuperagdes encontradas foram entre 4 e 67% e 16 e 89%
respectivamente. Gerou-se os graficos de superficie e contorno no Minitab 17 Statistical
Software (Pensilvania, EUA) e entao foi possivel chegar a condi¢ao final ideal da IL-DLLME

que se encontra no quadro 7.
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Figura 16 - Graficos de superficie e contorno avaliando concentragao do

complexante x pH para Pb: chumbo; Cd: cadmio
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Com a avaliagédo desses resultados foi possivel chegar na condicao final da DLLME

que sera utilizada nas etapas futuras desse trabalho, as condicbes podem ser observadas do

quadro 8.
Quadro 8 - Condigdes finais da IL-DLLME
Condi¢ées DLLME Composto Volume/ Concentragao
Solvente dispersor Dietilcarbonato 200 pL
Complexante DDTP 0,35 mg/ml
pH - 3-4

Solvente extrator OMIMNTF2 25 L
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4.3. Avaliagao do efeito matriz

4.3.1. Teste preliminar

Calculou-se a eficiéncia de extragao através da comparacao da amostra de cha de
arnica fortificada com as impurezas elementares antes da extracdo e comparou com a
amostra de cha extraida e fortificada posteriormente, considerando essa como 100%. O
mesmo foi feito para agua, sendo assim, possivel de comprar as recuperagdes obtidas em
cha e em agua, permitindo avaliar o efeito matriz.

As eficiéncias obtidas constam na Tabela 1, tanto padrao (amostra contaminada apds

a extragdo) como amostras (amos tra contaminada antes a extragao), foram preparadas em

triplicata.
Tabela 1 — Eficiéncias obtidas com a DLLME em diferentes matrizes
Matriz 112 Cd (DPR) 201 Hg (DPR) 208 Pb (DPR)
Agua 70,69 % (4,01%) 92,06 % (2,29%) 89,69 % (6,18%)
Cha Arnica montana L. 44,58 % (22,36%) 63,81 % (23,16%) 59,71 % (25,70%)

Cha Solidago microglossa DC. 44,38 % (10,85%) 55,72 % (12,70%) 60,40 % (11,17%)

Obteve-se boa eficiéncia de extracdo em agua mostrando uma boa performance da
extragao, entretanto em cha as eficiéncias encontradas foram inferiores e com um alto desvio
0 que mostra um possivel efeito de matriz. Para a comprovacgao, foi realizado uma analise de
variancia (ANOVA) no software Excel® para a comparagao das médias. Na tabela 2 temos os

resumos pos analise estatistica.

Tabela 2 — Anova dos valores de eficiéncia obtidas com a DLLME em diferentes matrizes

Fonte da variacao SQ gl mQ F valor-P___ F critico
Entre grupos 1374,255 2 687,1276 15,78189 0,004075 5,143253
Dentro dos
grupos 261,234 6 43,539

Cd Total 1635,489 8
Entre grupos 2184,223 2 1092,112 12,00552 0,007991 5,143253
Dentro dos
grupos 545,8047 6 90,96745

Hg Total 2730,028 8
Entre grupos 1757,383 2 878,6917 8,453688 0,017969 5,143253
Dentro dos
grupos 623,6509 6 103,9418

Pb Total 2381,034 8
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Para os dois metais analisados, mercurio e chumbo, a ANOVA resultou em valor-p <
0,05 mostrando que ha diferengas significativas entre matrizes comprovando a possibilidade
de efeito matriz. Para o cadmio o valor foi inferior a 0,05, mas isso deve-se provavelmente a

recuperagao em agua mais baixa que para os outros metais.

4.3.2. Teste de filtro

Mansour e Khairi (2017) destacam que o pré-tratamento antes da realizacdo da
DLLME, principalmente para matrizes complexas, é uma alternativa usualmente empregada.
Diante disso, avaliou-se a inclusdo da centrifugagéo e logo em sequéncia da filtragao.

As comparagdes foram semelhantes a realizada no item 4.2.3. onde as recuperacdes

foram calculadas e podem ser observadas na tabela 3.

Tabela 3: Teste de filtro

Valores de Recuperagao (%) e DPR (%) para as impurezas elementares

Matriz 112 Cd 201 Hg 208 Pb
Agua 89,99 (0,48) 79,75 (0,47) 94,58 (0,36)
Infusdo de Arnica montana L. 56,71 (12,71) 52,58 (12,30) 60,50 (8,44)

Infusédo de Solidago microglossa DC. 72,20 (17,33) 66,99 (14,26) 80,00 (14,19)

Observa-se houve melhora das recuperagdes em relacdo ao primeiro teste onde
resultados superiores a 70% foram obtidos, entretanto, ainda pode-se verificar que as
recuperagcdes em agua sao superiores aos chas. Realizou-se uma analise de variancia
(ANOVA), assim como foi feito para os resultados apresentados na Tabela 2, utilizando o
software Excel®, para a comparacdo das médias. Para o cadmio e chumbo, a analise por
ANOVA nivel de significancia 5%, os valores de p foram menores que 0,05; indicando que
mesmo com a inclusdo do pré-tratamento, o efeito matriz ainda ocorria. Para o mercurio, o
valor de p foi maior que 0,05, a principio poderia se inferir que nao houve diferencga significativa
entre os grupos, porém pode-se atribuir esse resultado em virtude de uma alta variabilidade,
traduzido pelos valores de DPR (%), dentro dos grupos (amostras de cha).

Nao foram avaliadas outras etapas de pré-tratamento uma vez que, o preparo de
amostras tornar-se-ia mais moroso e dispendioso e assim, a escolha foi por um preparo de
amostra simples, rapido e de acordo com os preceitos da quimica verde para o

prosseguimento dos experimentos.
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4.3.3. Curvas de calibragao - Paralelismo

Tendo que a adicdo de pré-tratamento nos chas nao foi eficaz para diminuir o efeito
matriz, a solugdo encontrada foi a de padronizacdo externa, adicionando-se quantidades
conhecidas das impurezas elementares na matriz (cha).

Como uma Uultima avaliacdo do efeito matriz, preparou-se pequenas curvas de
calibragdo em cha e em agua afim de se observar o paralelismo entre as curvas. Na figura 17
foram plotadas as curvas comparando a infusdo de Arnica montana L. com a curva em cha.
As escalas foram removidas para que fosse possivel observar os 6 graficos de maneira
uniforme.

O Guia n°® 10/2017 da ANVISA, aborda tratamentos estatisticos para a validacado de
métodos analiticos e, sobre efeito matriz diz que para que se comprove a auséncia do efeito
€ necessario que as retas de concentragcao x resposta analitica em diluente e em amostra
fortificada sao paralelas.

Comparando as curvas em agua e cha para cada metal na figura 17, observa-se que
nenhuma das retas sao paralelas uma vez que elas se iniciam proximas umas das outras,

mas comegam a se divergir conforme aumenta a concentracéo ilustrando assim o efeito matriz

presente.
Figura 17: Paralelismo entre curvas
®112 Cdagua
@112 Cd cha
201 Hg agua
@203 Hg cha
&E) 208 Pb agua
3 210 Pb cha
a
o
O

Concentracao
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Adicionalmente foi avaliado pelo teste t-student o paralelismo entre as retas obtidas
com agua e cha (avaliacao do efeito matriz), os resultados podem ser obersavados na tabela
4 onde: b = inclinacao da reta; SEM = Erro padrao amostra (s/raiz(n)); p-valor = significancia
do teste (teste t-Student).

Tabela 4: Avaliagao do paralelismo

Cd 2750965 + 33346 243894 + 23894 < 0.0001
Hg 148429 + 526 134159 + 341 < 0.0001
Pb 6448778 19572 5804826 + 30903 < 0.0001

Como o p-valor < 0,05 indica que nao ha paralelismo entre as retas obtidas com agua
e cha provanto a presenca do efeito matriz.

Avaliou-se entdo a quantificagao por adicdo de padrao onde num primeiro momento,
pequenas curvas de calibracdo foram construidas. Como a quantidade de metal presente na
amostra € muito pequena, considerou-se o primeiro ponto da curva a amostra contaminada
com 50,0 ppb de Pb e Cd e 15 ppb de Hg e mais dois pontos foram feitos nas concentragbes
de 100,0 € 120,0 ppb de Pb e Cd e 30,0 e 36,0 ppm de Hg.

Para a construgdo da curva, entretanto considera-se que o ponto 1 possui
concentragdo desconhecida, sendo esse o ponto zero da curva. Para os demais pontos,
subtraimos a concentracao utilizada no ponto 1. Os pontos 2 e 3 serdo entdo respectivamente
50,0 e 70,0 ppb de Pb e Cd e 15,0 e 21,0 ppb de Hg. Para exemplificar melhor, a figura 9 na
introducao ilustra esse delineamento.

Tendo a equagdo da reta como y = ax + b, para célculo da concentragdo por adigao
de padrao consideramos que y = 0 e entdo, sera x = b/a. Como nesse caso conhece-se a
concentracao da amostra, podemos em seguida calcular a recuperagao ou exatidao de acordo
com a RDC 166 de 2017 (ANVISA, 2017; CASSIANO, 2009). As curvas de calibragcao bem
como a tabela com as recuperagdes podem ser observadas nas figuras 18, 19 e 20 e na tabela
5.

As recuperagdes (exatidao) encontradas foram excelentes entanto todas entre 102 e
111%, entretanto como se é conhecido, a quantificagdo por adigdo de padrao demanda muito
trabalho uma vez que se faz necessario a preparagdo de uma curva de calibragao para cada
uma das amostras analisadas. Com os experimentos realizados, foi possivel verificar
respostas semelhantes dos analitos nos diferentes chas, e, portanto, ao invés de validar o
procedimento por quantificagdo de padrao, optou-se por realizar uma curva em uma sé matriz

e utilizar-se dessa curva para quantificar os metais nas demais matrizes.
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Figura 18: Curva por adigdo de padrao - Cadmio
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Figura 19: Curva por adigdo de padrao - Mercurio
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Figura 20: Curva por adi¢gao de padrdo - Chumbo
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Tabela 5: Exatidao calculada por adicao de padrao

Cd 50,0000 56,0081 112,02
Hg 15,0000 15,6689 104,46
Pb 50,0000 51,2297 102,46
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4.3.4. Fator de enquiquecimento

Em sua grande maioria, as técnicas de microextracdo, tem como objetivo além de
extrair os analito de interesse, pré-concentrar a amostra em questdo. Afim de se medir o
quanto a técnica foi capaz de pré-concentrar a amostra, foi calculado o fator de
enriquecimento descrito pela Equacdo 1 o qual diz quantas vezes o analito de interesse
presente na amostra foi concentrado (OLIVEIRA,2008).

Para o calculo foi considerado Vd= 5000 pL, Va= 25 pL e as eficiéncias de extracao

apresentadas na tabela 1. Os fatores podem ser observados na tabela 6:

Tabela 6: Fator de enrriquecimento

Matriz Cd Hg Pb
Agua 141,38 184,12 179,38
Cha Arnica montana L. 89,16 127,62 119,42
Cha Solidago microglossa DC. 88,76 111,44 120,8

Podemos veririfcar que os fatores estao entre 141 e 184 em agua e 89 e 127 em cha
0 que nos mostra que essa técnica de preparo de amostra nos trouxe uma pré-concentragao
de até 127 vezes na matriz cha, permitindo assim a analise de impurezas elementares em
infusbes através de outras técnicas analiticas menos sensiveis que o ICP-MS como a

eletrofose capilar.

4.4. Validacao da metodologia analitica

A validacdo se deu conforme a RDC N° 166 e outros compéndios oficiais como a
farmacopeia americana (USP) o ICH Q3D (R1) e o guia da AOAC.

A amostra de Arnica importada (Arnica montana L.) foi utilizada para a validagao
analitica onde foram avaliados os parametros: Seletividade, linearidade, precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria), exatidao, limite de detecgdo (LD) e limite de
quantificacédo (LQ).

A quantificagdo por adicao de padrao é laboriosa uma vez que se faz necessario a
preparagdo de uma curva de calibragdo para cada uma das amostras analisadas. Com os
experimentos realizados, foi possivel verificar respostas semelhantes dos analitos nos
diferentes chas, e, portanto, ao invés de validar o procedimento por quantificacdo de padrao,
optou-se por realizar uma curva em uma sé matriz e utilizar-se dessa curva para quantificar

0s metais nas demais matrizes.
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As amostras analisadas por ICP-MS (Agilent 7900, Hachioji, Japao) foram sempre
avaliadas em dois modos ([no gas] e [He]) e até o inicio da validac&o estava-se considerando
0 modo [no gas] para avaliagdo dos resultados. Entretanto, com o maior nimero de analises
realizadas durante a validacdo, foi possivel perceber menor variacdo entre replicatas da
mesma amostra no modo [He], e por esse motivo os dados da validacdo analitica foram

avaliados no modo [He].

4.4.1. Seletividade

A técnica de ICP-MS ja é por si s6 considerada uma técnica seletiva uma vez que
detecta os elementos em virtude de sua razdo massa/carga (m/z) além disso foi utilizado o
modo {he} do Equipamento onde a cela de colisdo evita interferéncias elementares.Com isso,
a avalicdo da seletividade foi feita comparando a diferenga de contagens quando se compara
o branco (agua e cha sem a adicdo de metais) com infusdo de Amica montana L. com adicao
de cadmio, mercurio e chumbo.

Observa-se que ha um leve aumento na barra de chumbo para o cha, e depois para o
cha contaminado todas as barras sofrem aumento mostrando que houve diferenga de sinal
para todos os elementos avaliados. Além disso, o sinal obtido na matriz sem contaminar
representa no maximo 2% do sinal da matriz contaminada e, portanto, o0 método pode ser

considerado seletivo.

Figura 21: Grafico para a avalicdo de seletividade
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4.4.2. Linearidade



52

Um método linear é aquele cuja as respostas analiticas sdo diretamente proporcionais
a concentragdo de um analito em uma amostra. A curva de calibracdo para avaliagdo da
linearidade foi construida através da leitura do branco mais seis pontos de concentragbes
distintas preparadas em ftriplicata. A avaliacao estatistica foi realizada por meio dos softwares
Excel® e Action Stat PRO®. As curvas de calibragao, junto com suas equacgdes da reta e
coeficiente de determinacdo podem ser observados nas figuras 22, 23 e 24. Podemos
observar que, na medida que a concentragdo aumenta, a contagem do equipamento também
aumenta.

Figura 22: Curva de calibragdo - Cadmio
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Figura 23: Curva de calibragédo - Mercurio
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Figura 24: Curva de calibracdo - Chumbo
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Para a avalicao dos parametros de regressao, o software Action Stat PRO® utilizou a
tratativa do Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO). Para avaliar a significancia
do modelo utilizamos o teste F da ANOVA. Neste caso, testamos as hipoteses:

e HO: coeficiente angular igual a zero;

o H1: coeficiente angular diferente de zero.

Tabela 7 Avaliagdo dos Minimos Quadrados Ordinarios

Elemento Fatores G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
ppm 1 65074056643 65074056643 9322,646756 4,85722E-27
Cd Residuo 19 132624040 6980212,631
Ppm 1 4323758854 4323758854 5930,862664 3,53039E-25
Hg Residuo 19 13851512,48 729026,9728
Ppm 1 2,8076E+12 2,8076E+12 11174,5636 8,71254E-28
Pb Residuo 19 4773741343 2512495444

Como p-valor (0) do teste F da ANOVA é menor que 0,05, rejeitamos a hipotese nula
(coeficiente angular zero) ao nivel de significancia de 5%.

Outro fator é o coeficiente de correlagdo de Pearson, que mede o grau de
proporcionalidade entre a variavel explicativa (concentragéo) e a variavel resposta (contagem
ou CPS).
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Tabela 8: Avaliacdo do Coeficiente de Correlagao

Desvio Padrao Graus de Coeficiente de
Elemento R"2
dos Residuos Liberdade Correlacao
Cd 2642,009203 19 0,997966097 0,998982531
Hg 853,8307635 19 0,996806649 0,998402048
Pb 15850,85311 19 0,998302596 0,999150938

A RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017, preconiza que o coeficiente de correlagéo
deve ser igual ou superior a 0,99 e, portanto, os resultados obtidos atendem ao teste.
Conforme o Guia n° 10/2017 da ANVISA, para que seja utilizado o MMQO é necessario
que os valores obtidos sejam homocedasticos, ou seja que a variancia de y para cada valor
de x seja constante. Para avaliarmos a homocedasticidade da variancia realizamos o seguinte
teste de hipéteses:
e HO: Variancias dos niveis sao iguais;
o H1: Pelo menos uma variancia diferente.

A seguir, apresentamos na tabela 9 o de Teste de Breusch Pagan.

Tabela 9: Avaliagéo do Teste de Breusch Pagan

Elemento Estatistica GL P-valor

Cd 0,591879611 1 0,441693204
Hg 3,273569272 1 0,07040429
Pb 0,052426126 1 0,818894159

Como p-valor de cada elemento do Teste de Breusch Pagan é maior que 0,05, ndo
rejeitamos a hipotese HO de igualdade das variancias ao nivel de significancia de 5%. Logo,
temos um modelo homocedastico.

Realizando analise grafica, podemos avaliar os valores extremos na resposta. Para
isto, avaliamos os residuos padronizados e os residuos studentizados. Como critério, sera
considerado valores extremos na resposta, as observagdes com residuos padronizados e/ou
studentizados maiores que 3. Nas figuras 25, 26 e 27 podemos observar os graficos Res.
Padronizado vs Valores Ajustados Res. Studentizado vs Valores Ajustados e concluir que nao

foi detectado valores extremos
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Figura 25: Graficos de residuos - Cadmio
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Figura 26: Graficos de residuos - Mercurio
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Figura 27: Graficos de residuos - Chumbo

Res. Padronizado vs Valores Ajustados QQ-plot
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Por fim, testamos a independéncia das observacdes através do teste de Durbin-
Watson seguinte teste de hipéteses:
e HO: Observacoes sao independentes;

o H1: Observagdes nao sao independentes.

Tabela 10: Avaliacdo do Teste de Durbin-Watson

Elemento Estatistica P-valor
Cd 1,814963246 0,497189875
Hg 1,968752913 0,751516143
Pb 2,319182095 0,610255765

Como o p-valor do teste de Durbin-Watson é maior que 0,05. Logo, nao rejeitamos a
hipotese de independéncia das observagdes ao nivel de significancia de 5%.

Apo6s todos os testes realizados, conclui-se que o método pode ser considerado linear
na faixa de 5,0— 100,0 ppb para o cadmio e para o chumbo, € 1,5 — 30,0 ppb para o mercurio

4.4.3. Exatidao

A exatidao foi avaliada em trés niveis e em triplicata de cada nivel, resultado em nove

determinagbes. Para o calculo da exatiddo foi calculado a concentragdo experimental
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utilizando a curva de calibragdo obtida na linearidade e a recuperagcédo se deu em relagéo a

concentragao tedrica do nivel.

Tabela 11: Avaliacdo da Exatidao
112 Cd He (%) 201 Hg [He] (%) 207 Pb [He] (%)

BAIXA 1 100,24 101,51 100,40
(50,0 ppbde CdePbe 2 102,01 104,60 101,53
15,0 ppb de Hg) 3 102,31 102,93 107,04
MEDIA 1 98,88 100,56 98,75
(75,0ppbde CdePbe 2 100,84 99,61 100,67
22,5 ppb de Hg) 3 99,97 100,39 97,68
ALTA 1 97,32 94,36 99,68
(100,0ppbde CdePbe 2 100,06 103,42 100,01
30,0 ppb de Hg) 3 103,21 101,19 101,08
MEDIA 100,54 100,95 100,76

DPR 1,70 2,75 2,46

As exatidoes obtidas entdo entre 94% e 107% e as médias para cada metal estdo
todas em torno de 100%. Lembrando que, as concentragdes das curvas descritas sdo 5,0 —
100,0 ppb para o cadmio e para o chumbo, e 1,5 — 30,0 ppb para o mercurio, de acordo com
guia da AOAC (2012), para concentragdes até 10 ppb, os valores permitidos de exatidao
média sao de 60-115% e o mesmo guia estabelece para concentragdes até 10 ppb um DPR
permitido de até 21%. Além disso a USP no capitulo <232> define para a quantificacao de
impurezas elementares nos limites do ICH as recuperacdes devem estar entre 70 e 150% e,

portanto, por estar dentro dos limites estabelecidos podemos concluir que o método é exato.

4.4.4. Precisao

A precisao, assim como a exatidao foi avaliada em trés niveis e em ftriplicata de cada
nivel, resultado em nove determinagdes. Para o calculo da precisdo foi calculado a

concentracdo experimental, média e o desvio padrao relativo no mesmo dia e intra-dia.
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112 Cd [He] 201 Hg [He] 207 Pb [He]
P1 P2 P1 P2 P1 P2
1 50,1208 47,7293 152258 14,2028 50,2025 47,7049
2 51,0046 46,7259 156894 13,7884 50,7652 47,5220
3 51,1570 49,5668 154402 151873 53,5192 52,0328
MEDIA
BAXA  Lon 50,7608 48,0073 154518 14,3928 51,4956 49,0866
) 1,10 3,00 1,50 4,99 3,45 5,20
MEDIA
INTRA-DIA 49,3841 14,9223 50,2911
DPR
INTRA-DIA 3,64 5,03
1 74,1598 75,1671 22,6251 219852 74,0659 73,1006
2 75,6266 60,6025 22,4117 17,8606 755047 60,9403
3 74,9746 72,3343 22,5879 21,7148 73,2614 71,4425
MEDIA
MEDIA oo 74,9203 69,3680 22,5416 20,5202 74,2773 68,4945
) 0,98 11,13 0,51 11,24 1,53 9,63
MEDIA
INTRA-DIA 72,1441 21,5309 71,3859
DPR
INTRA-DIA 8,00 8,51
1 97,3187 98,9516 28,3069 29,2102 99,6795 99,6047
2 100,0591 102,7865 31,0250 30,7675  100,0096  103,7496
3 103,2099 102,7532 30,3557 31,9294  101,0768  103,0160
ALTa  MEDIA - 100,1959 1014971 29,8958 30,6357  100,2553  102,1234
DPR 2,94 2,17 4,74 4,45 0,72 2,17
MEDIA
INTRA-DIA 100,8465 30,2658 101,1894
DPR
INTRA-DIA 2,41 4,32 1,77

Os valores de DPR encontrados entao entre 1,77% e 8,51%. De acordo com guia da
AOAC (2012), estabelece que para concentragdes até 10 ppb um DPR permitido de até 21%.
Além disso a USP no capitulo <232> define para a quantificagao de impurezas elementares
nos limites do ICH os valores de DPR devem ser de no maximo 20% para analises no mesmo
dia e 25% para analises em dias diferente e, portanto, por estar dentro dos limites

estabelecidos podemos concluir que o método é preciso.

4.4.5. Limite de detecgao (LD) e Limite de quantificagao (LQ) e Intervalo

Realizou-se 10 vezes a leitura do branco sem a adicdo das impurezas metalicas.
Calculou-se através das equacgdes 1 e 2 e os resultados podem ser avaliados na tabela 13.
(ANVISA, 2017):
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Tabela 13: Avaliacdo do limite de quantificacdo e detecgao

112 Cd [He] 201 Hg [He] 208 Pb [He]
Média CPS 1849 273 20510
Desvio 73,22 24,67 1037,52
Inclinagao 1185 1042 12857
Ponto 5% (ppb) 5,000 1,500 5,000
LQ em ppb 0,618 0,237 0,807
LD em ppb 0,204 0,078 0,266

Os LDs obtidos foram: 0,204 ppb, 0,078 ppb e 0,266 ppb, respectivamente, para Cd,
Hg e Pb. Os valores obtidos para os LQs foram: 0,618 ppb, 0,237 ppb e 0,807 ppb,
respectivamente, para Cd, Hg e Pb. Apesar de valores mais baixos obtidos através da relagao
sinal/ruido, optou-se em estabelecer o limite de quantificacdo como sendo aquele definido
como a menor quantidade de analito na amostra que pode ser quantitativamente determinado
com precisao e exatidao aceitaveis, dessa forma definiu-se as menores concentragbes das
curvas de calibragédo como LQ: 5,0 ppb; 1,5 ppb e 5,0 ppb respectivamente para Cd, Hg e Pb
(ICH, 2005).

O intervalo definido na validacao entio esta na faixa de 5,0— 100,0 ppb para o cadmio
e para o chumbo, e 1,5 — 30,0 ppb para o mercurio.

No quadro 9 podemos verificar uma comparagao feita com outros trabalhos que

utilizaram a IL-DLLME para extracao e pré-concentragao de impurezas elementares:

Quadro 9: Comparativo entre trabalhos que utilizaram IL-DLLME

Ni, Co, .
Agua ([hmim][PF6] Acetona 0,8-2,8 222 [9]
CueZn
Agua, urina e
Co ] [C6mim][PF6] Metanol 3,8 120 [13]
saliva
Cd Agua HMIMPF6 - 7.4 67 [25]
Agua e
Co formulagdes C\TE I:OO1S® Acetona 8 30 [14]
farmacéuticas
Hg Agua salina [C6MIm][BF4]/[Na][PF6] - 700 37 [11]
Cd Agua salina [C6MIm][BF4]/[Na][PF6] - 70 78 [27]
Cd,Hge Dietil 89 — Este
Cha e agua OMIMNTF2 0,2-0,8
Pb carbonato 184 trabalho

O presente método de preparo de amostra possui fator de enriquecimento maior que
a grande maioria dos trabalhos ja publicados, com excec¢do ao trabalho publicado por Asghari

et al. (2014), porém a determinagao foi em agua, e LQ mais baixos em comparagéo aos outros
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trabalhos. Nao faz uso de solventes toxicos como metanol e acetona, sendo inédito o uso de
dietil carbonato como solvente dispersor, além de trazer a aplicacdo em matrizes complexas

como infusbes de plantas medicinais.

4.5. Aplicagoes

No objetivo preliminar desse trabalho pretendia-se avaliar a aplicagcao da técnica de
microextragdo em um numero maior de amostras e também em outros tipos de amostras
comerciais como produtos terminados. Entretanto, devido a pandemia causada pelo COVID-
19 ficamos impossibilitados de realizar mais experimentos antes do prazo dessa defesa.

Ao realizar o estudo de precisao e exatidao para as infusdes de Solidago microglossa
DC. e Passiflora incarnata utilizando a mesma curva de calibragao que foi usada para o estudo
de precisdo intermediaria cujos resultados sao apresentados nas Tabelas 14 e 15, observa-
se que os valores de precisdo (DPR) foram inferiores a 16,40% e para a exatidao os valores
de recuperacao encontrados foram entre 78% e 123%. De acordo a USP no capitulo <232>
define para a quantificacdo de impurezas elementares nos limites do ICH as recuperacoes
devem estar entre 70 e 150% e os valores de DPR devem ser de no maximo 20% para
analises no mesmo dia e 25% para analises em dias diferente, portanto o método apresentou-
se adequado para infusdes de Arnica montana L., Solidago microglossa DC. e Passiflora

incarnata mostrando-se um método aplicavel para outras infusdes (USP, 2020).
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Tabela 14: Avaliagdo da Precisao/ Exatidao Infusdo de Solidago microglossa

DC.
[Cd] [Hal % [Pb] %

BAIXA 1 49,4555 98,91 15,0945 100,63 61,6874 123,37
(0,25 ppm 2 415630 83,13 13,1306 87,54 454097 90,82
de Cde Pb 3 49,0782 98,16 14,9679 99,79 52,0353 104,07
e 0,75 ppm MEDIA 46,6989 93,40 14,3977 95,98 53,0441 106,09

de Hg) DPR 9,53% 7,63% 15,43%

MEDIA 1 69,2911 92,39 223361 99,27 73,3394 97,79
(0,375 ppm 2 72,7031 96,94 21,7996 96,88 75,7012 100,93
de Cde Pb 3 69,5782 92,77 20,6578 91,81 72,0867 96,12

e 1,125 MEDIA 70,5242 94,03 21,5978 95,99 73,7091 98,27
ppm de Hg) DPR 2,68% 3,97% 2,49%

ALTA 1 96,8051 96,81 29,3383 97,79 98,3088 98,30
(0,5 ppm de 2 102,1231 102,12 32,4824 108,27 107,5927 107,59
CdePbe 3 88,5562 88,56 25,6034 8534 93,1692 93,16
1,5 ppm de MEDIA 95,8281 95,83 29,1414 97,13 99,6902 99,69

Hg) DPR 7.13% 11,82% 7,33%
Tabela 15: Avaliagao da Precisao/ Exatidao Infusdo de Passiflora incarnata.
[Cd] % [Ha] % [Pb] %

BAIXA 1 54,5787 109,16 15,3873 102,58 53,9586 107,91
(0,25 ppm 2 43,4638 86,93 12,3192 82,13 43,8649 87,72
de Cd e Pb 3 454860 90,97 12,7113 84,74 46,0952 92,19
e0,75ppm  MEDIA 47,8428 95,68 13,4726 89,81 47,9729 95,94

de Hg) DPR 12,37 12,39 11,05

MEDIA 1 80,6462 107,53 23,2312 103,25 82,1870 109,58
(0,375 ppm 2 78,8087 105,02 23,1321 102,80 81,4183 108,56
deeﬁdfz; b 3 59,0973 78,80 18,3202 8142 645113 86,02

ppn’1 de MEDIA 72,8507 97,13 21,5612 95,83 76,0389 101,38

Hg) DPR 16,40 13,02 13,14
ALTA 1 119,1773 119,18 35,7926 119,31  121,5130 121,51
(0,5 ppm 2 102,9374 102,93 30,4422 101,47 108,0009 108,00
de Cd e Pb 3 104,7442 104,74 31,1057 103,69 109,1035 109,10
e 1,5 ppm MEDIA  108,9530 108,95 32,4468 108,16 112,8725 112,87

de Hg) DPR 8,17 8,99 6,65
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5. CONCLUSOES

Com a analise das drogas vegetais, observou-se resultados acima do permitido para
chumbo de até 0,9 ppm para arnica nacional. Além disso, pode-se observar também que as
quantidades encontradas no cha sdo muito inferiores do que na droga vegetal mostrando que
grande parte das impurezas nao chega ao consumidor final. Entretanto nessas baixas
concentragoes seria dificil quantificar as impurezas utilizando outra técnica analitica que nao
o ICP-MS, para isso, € necessario a pré-concentracido da amostra. A DLLME consiste em
uma microextragdo onde uma mistura dos solventes extrator e dispersor sédo injetados
bruscamente na amostra aquosa extraindo e pré-concentrado o analito de interesse
seletivamente. Este procedimento contribui para melhorar os limites de quantificacéo (LQ),
permitindo o uso de técnicas analiticas alternativas ao ICP, como eletroforese capilar,
absorcdo atbmica e espectrofotometria UV-Vis. A substituicdo de solventes clorados ou
toxicos, como cloroférmio e metanol, por uma combinagao de carbonatos e liquidos iGnicos
contribui para uma diminui¢ao consideravel na geragao de residuos quimicos. Portanto, esse
trabalho apresenta a inovacédo de utilizar a IL-DLLME empregando a mistura solvente
dispersor e extrator um carbonato orgénico e um IL, respectivamente, ambos sendo solventes
mais verdes em comparagao aos usualmente utilizados na DLLME.

Utilizando a DOE, foi possivel otimizar a DLLME realizando bem menos experimentos
do que seria necessario para fazer a avaliagdo por meio de fator fixo. Na agua, foram obtidas
recuperacgdes entre 70% e 92% para os metais Cd, Hg e Pb. No entanto, nos chas de arnicas,
as recuperagdes foram de 43% a 64%, mostrando presenga de efeito matriz que se
comprovou ainda mais com a auséncia de paralelismo entre curvas. Esse problema foi
resolvido alterando a forma de quantificagdo realizando a curva analitica em infusdao. O
preparo de amostra obteve fator de enriquecimento entre 89 e 127 para o cha;

O método foi validado conforme RDC 166 onde foram avaliados os parametros
seletividade, linearidade, precisao, exatidao, limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagao
(LQ). O intervalo definido foi de 5,0— 100,0 ppb para o cadmio e para o chumbo, e 1,5 — 30,0
ppb para o mercurio, com exatidao entre 94% e 107% e DPR 1,77% e 8,51%.

Este trabalho trouxe melhorias em relagdo a DLLME tradicionalmente utilizada
mostrando-se aplicavel para analise de impurezas elementares em outras infusées, podendo
ser uma opgao para o preparo de amostras para ser analisados por outras técnicas com menor

sensibilidade em relacio ao ICP-MS.
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