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RESUMO

O presente trabalho descreve a utilizacdo da técnica de voltametria de
redissolucdo anddica com pulso diferencial (DPASV) como alternativa para a
fiscalizacdo de Cd e Pb em duas amostras vegetais (Angélica, Angelica
archangelica, e Genciana, Gentiana lutea) utilizadas como matérias primas de
solucdo oral digestiva comercial. O meétodo possibilitou a determinacéo
simultanea desses analitos com limites de deteccao e quantificacdo bem abaixo
dos valores limites exigidos na legislacdo naquelas matrizes. O sistema incluiu
uma célula com arranjo de trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho, carbono
vitreo modificado com filme de Bismuto (BiIFGCE) formado in situ. Aplicou-se um
método de abertura de amostra descrito na Farmacopeia brasileira, especifico
na determinacdo de metais pesados, que foi adaptado para ser compativel com
o método voltamétrico. Realizou-se ensaios de recuperacdo com fortificacdes
envolvendo trés niveis de concentracdo préximos dos valores estabelecidos na
legislacdo, nas amostras de Angélica e Genciana, obtendo-se resultados
satisfatorios (entre 92% e 108% para Cd, entre 98% e 124% para Pb) para
Angélica. Para Genciana, contudo, seria ainda necessario otimizar o método,
para atingir melhores recuperacdes, embora ja se tenha observado uma melhora
consideravel (52% para Cd e 98% para Pb), apds utilizacao de outra abordagem
na etapa de fortificacdo das amostras. Por fim, realizou-se uma avaliagdo de
custos comparando 0 método voltamétrico proposto com os métodos de
referéncia envolvendo as técnicas de espectrometria de absorcédo atbmica com
chama e forno de grafite, considerando-se custos de aquisi¢ao, implantacao,
operacdo e manutencdo. Destarte, verificou-se a viabilidade de aplicacéo de
DPASV no monitoramento de Cd e Pb em amostras de Angélica e Genciana em

laboratdrio fixo ou até de forma descentralizada.

Palavras-chave: voltametria de redissolugdo anddica. pulso diferencial.
Angélica. Genciana. cadmio. chumbo.



ABSTRACT

The present work describes the use of differential pulse anodic stripping
voltammetry (DPASV) as an alternative for monitoring Cd and Pb in two vegetal
samples (Angelica, Angelica archangelica, e Gentian, Gentiana lutea) used as
raw materials for a commercial oral digestive solution. The method allowed the
simultaneous determination of these analytes at detection and quantification
limits much below the limits established by legislation in those matrices. The
system included a cell with a three electrodes setup, including an in-situ bismuth-
film modified glassy carbon electrode (BiFGCE) as working electrode. A sample
digestion method described in the Brazilian Pharmacopoeia, which is specific for
heavy metal determination, was adapted to be compatible with the voltammetric
method. Recovery tests were carried out with spikes involving three levels of
concentration in the samples from Angelica and Gentian, which were close to the
values established in the legislation, and satisfactory results were obtained for
Angelica (between 92% and 108% for Cd, between 98% and 124% for Pb). For
Gentian, however, it would still be necessary to optimize the method to achieve
better recoveries, although a considerable improvement has already been
observed, after using another approach in the sample spiking step (52% for Cd
and 98% for Pb). Finally, an evaluation of costs was carried out, comparing the
proposed voltammetric method with the reference methods involving the
techniques of flame and graphite furnace atomic absorption spectrometry,
considering acquisition, implementation, operation, and maintenance. Thus, it
was verified the feasibility of applying DPASV in monitoring Cd and Pb in Angelica
and Gentian samples in a fixed laboratory or even in a decentralized way.

Keywords: anodic stripping voltammetry. differential pulse. Angelica. Gentian.
cadmium. lead.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas e ervas com propriedades medicinais € encontrada
na literatura desde os primeiros registros escritos de alternativas para tratamento
para enfermidades. Até nos tempos atuais a aplicabilidade da medicina natural
€ utilizada como tratamento de doencas leves e até integrando a cultura local,
como chés e etc.

O crescimento e desenvolvimento da produgédo de medicamentos de
origem natural culminou na sua classificagdo dentro da legislagcdo Brasileira
como fitoterapicos. Por sua vez, controlados pela Anvisa e possuindo uma série
de parametros fisico-quimicos e biolégicos que devem analisados e controlados.
Entre esses parametros, podemos destacar as contaminagbes de compostos
quimicos pelo uso de agrotdxicos e por metais pesados, podendo ocasionar
severos prejuizos a saude humana.

No que se refere a metais pesados, é dever das industrias que fabricam
esses medicamentos garantir que as concentracdes totais dos metais pesados
sejam inferiores a 20 ppm e dos metais como Cd, Pb, Hg e As estejam abaixo
dos limites considerados seguros, sendo eles 1,0, 5,0, 0,1 e 5,0 ppm
respectivamente. Atualmente a técnica de referéncia para determinacéo destes
metais é a espectrometria de absorcao atbmica de chama e forno de grafite,
contudo sua implantacdo e manutencéo possui custos extremamente elevados.

Um conjunto de técnicas consideradas vantajosas, em inameros
aspectos, para a determinacao de metais traco é a voltametria. Voltametria se
difundiu, principalmente, com a utilizagdo do mercurio como eletrodo de trabalho,
contudo, impactos ambientais desse metal fomentaram a busca de outros
eletrodos de trabalho igualmente eficazes.

Buscando desenvolver uma técnica alternativa que tenha um método
analitico pratico, econdmico e que possua alta sensibilidade, este trabalho
propde a aplicacdo da técnica de voltametria de pulso diferencial utilizando
eletrodo de carbono vitreo com filme de Bismuto in situ na determinagéo de Cd

e Pb em amostras vegetais.
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2. MOTIVACAO

O laboratério Wesp Ltda. € um laboratério farmacéutico localizado na
cidade de Canoas. Fundada em 1916 na Alemanha, a empresa se estabeleceu,
primeiramente, em Porto alegre. Seu criador Jodo Wesp, conjuntamente com o
Dr. J. Spanger, trouxeram da Alemanha a formula e o0s conhecimentos
necessarios para elaborar uma receita composta por 7 ervas que juntas
compdem o medicamento Olina — Esséncia de Vida® e propiciam solucdo para
problemas digestivos.

No laboratorio Wesp, eu tive a oportunidade de concluir o meu estagio do
curso técnico e, posteriormente, da graduacao. Ao longo de mais de 6 anos de
trabalho no Wesp, eu percebi a oportunidade de desenvolver um projeto de
estudo na determinacao de metais pesados nas matérias primas utilizando uma
técnica mais rapida e economicamente mais viavel, que propiciasse 0 mesmo
rigor analitico que a técnica de referéncia.

Atualmente a Farmacopeia Brasileira exige que sejam emitidos laudos
técnicos com a determinagdo de metais pesados nas matérias primas para
aprovacao das mesmas no uso industrial. No caso de matérias primas vegetais,
os elementos a serem determinados sdo, cadmio, chumbo, mercurio e arsénio
(Item 5.3.2.3 da farmacopeia). A Farmacopeia dispde também, de uma analise
qualitativa para determinacdo de metais pesados totais, por formacdo de
particulas sélidas de sulfetos, tendo este o limite de 20 ppm.

Estas determinacbes quantitativas sdo feitas por analise de
espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama (FAAS) por empresa
terceirizada. Levando em consideracdo o continuo aumento da demanda de
analises, bem como o tempo limitado para que se aprove as matérias primas, a
analise por voltametria de pulso diferencial traz agilidade e robustez na

determinacao de metais pesados.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.Medicamentos fitoterapicos e plantas medicinais

As plantas medicinais, também chamadas de drogas vegetais, tém a
capacidade de aliviar ou curar enfermidades, possuindo geralmente tradicdo
cultural de uso como remédio em uma comunidade. Normalmente, elas sé&o
utilizadas na forma de chas e infusdes.

As drogas vegetais séo derivadas de plantas inteiras ou de suas partes,
que sdo geralmente secas e ndo processadas, podendo estar integras ou
fragmentadas. Além do mais, incluem-se nesse contexto exsudatos, tais como
gomas, resinas, mucilagens, latex e ceras, que nao foram submetidos a
tratamento especifico [1].

Por outro lado, quando a planta medicinal é industrializada para se obter
controle das caracteristicas de um produto, tem-se como resultado o
medicamento fitoterapico. O processo de industrializacdo evita contaminacfes
por micro-organismos e substancias estranhas, além de padronizar a quantidade
e a forma certa que deve ser usada, permitindo uma maior seguranca de uso.
Os fitoterapicos industrializados devem ser regularizados na Anvisa antes de

serem comercializados [2].

3.1.1. Extratos fluidos

Trata-se da preparacao liquida obtida por extracdo com liquido apropriado
em que, em geral, uma parte do extrato, em massa ou volume corresponde a
uma parte, em massa, da droga vegetal seca utilizada na sua preparacao.
Adicionalmente, pode-se ainda incorporar conservantes. Estes devem
apresentar especificagbes quanto ao teor de marcadores e residuo seco. No
caso de extratos classificados como padronizados, a proporcao entre a droga
vegetal e o0 extrato pode ser modificada em funcéo dos ajustes necessarios para

obtencao do teor de constituintes ativos especificado.
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3.1.2. Extratos moles

Extratos moles sdo produtos de consisténcia semissolida obtida por
evaporacao parcial do liquido extrator empregado, podendo ser utilizados como
solventes, unicamente, alcool etilico, agua, ou misturas de alcool etilico e agua
em proporcao adequada. Esses extratos apresentam, no minimo, 70% (m/m) de

residuo seco. Se necessario, conservantes podem ser adicionados [1].

3.1.3. Extratos secos

Extratos secos sao solidos obtidos por evaporacao do solvente utilizado
no processo de extracdo. Eles podem conter, também, materiais inertes
adequados. Além do mais, eles possuem especificacdes quanto ao teor de
marcadores. Em geral, possuem uma perda por dessecacao nao superior a 5%
(m/m) [1].

3.1.4. Exsudatos e resinas

Os exsudatos e resinas podem surgir nas plantas quando elas sofrem
algum machucado ou sao atacadas por insetos. Quando essas lesdes ocorrem,
as plantas exsudam uma substancia espessa que rapidamente fecha a ferida,
protegendo assim o vegetal de ataques de microorganismos, infeccdes e

secagem [3].

3.2.Metais pesados em medicamentos

Primeiramente devemos definir e entender melhor o conceito de metal
pesado. O termo “metais pesados” é amplamente utilizado, além de ser
frequentemente usado como um nome de grupo para metais e semimetais que
sdo associados com contaminacao e potencial toxicidade ou ecotoxicidade [4].
Ao passo que instituicdes regulatérias possuem definicbes proprias e listas que
diferem entre si, o termo metais pesados nao possui uma definicdo oficial a ser

encontrada na literatura relevante.
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Contudo, a International council for harmonisation of technical
requirements for pharmaceuticals for human use (ICH) descreveu diretrizes que
classificam os elementos avaliando os riscos envolvendo a sua toxicidade e PDE
(sigla em inglés para exposicdo diaria permitida) e também a sua probabilidade
de inclusdo no medicamento durante o seu processo de fabricagcdo. Os
elementos Cd e Pb, (além de As, Hg) sdo considerados Classe 1 devido a sua
toxicidade e bioacumulacdo. Estes quatro elementos requerem prioridade
durante a avaliacdo de risco em todas as fontes potenciais de impurezas
elementares e vias de administracéo [5].

3.3. Metais pesados em plantas medicinais

Autores consideram que o alto risco de toxidez por metais pesados em
plantas medicinas seja uma realidade, embora a extensédo do problema ainda
nao foi devidamente analisada. Os niveis e a fonte de contaminacdo variam
bastante em funcdo do vegetal e das etapas do processamento até o uso final.
Algumas regibes do planeta detém altissimas concentragfes desses
contaminantes na sua forma sollvel, gerando um alto risco de fitoextracdo de

metais pesados por parte das plantas [6].

3.3.1. Contaminacao do solo e Agrotéxicos

A origem da contaminacdo por metais pesados em plantas medicinais
pode ser diversa, incluindo fertilizantes minerais, principalmente os fosfatados,
que tendem a acrescentar Cd ao solo. A utilizacdo de agua de irrigacao
contaminada também é importante fonte de metais pesados [6].

Estudos afirmam que a utilizac&do de defensivos agricolas tem um impacto
significativo na contaminacgéo desses elementos em diversas culturas vegetais.
Outros estudos afirmam que a aplicagdo de fertilizantes com micronutrientes
mostra uma efetiva disponibilizagdo de Cd, Pb e Cr para as plantas de soja [7].

O aumento anormal das concentracdes de metais pesados nos solos de

agricultura altamente automatizada é resultado da deposicdo atmosférica e da
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aplicacdo de agrotoxicos, residuos organicos e inorganicos urbanos industriais,

fertilizantes e corretivos [7].

3.4.Casos de contaminacao

Em sua tese de mestrado, Leonardo Lafeta conta que nos Estados
Unidos, um homem de 45 anos apresentou um quadro de coélicas abdominais,
dores musculares e fatiga, e niveis altos de acido &-aminolevulinico (ALA) na
urina (4,95 mg dL) e de Pb sanguineo (76 ug dL) [8].

O acido &-aminolevulinico € um indicador biolégico que reflete a
interferéncia do chumbo na sintese da Heme (agrupamento quimico composto
de um largo anel organico heterociclico que contém ferro e integra a
hemoglobina). O principal efeito do chumbo neste sistema é a reducéo dos niveis
do grupo prostético heme, causado pela inibicdo de algumas enzimas utilizadas
na sintese da hemoglobina, devido a ligagdo do metal a enzima acido o-
aminolevulinico desidratase (ALA-D), causando o acumulo do &cido delta
aminolevulinico (ALA) no sangue e na urina [9].

O paciente relatou a ingestdo de um preparado chinés a base de ervas, o
hai ge fen (concha cyclinae sinensis), em forma de cha, por 5 semanas antes de
se adoecer, contendo até 301 mg L' de Pb. Como o paciente ingeriu
aproximadamente 470 mL do ch& diariamente, sua ingestdo total durante o
periodo estima-se ser de 4,7 g [8].

Outros autores relataram uma série de cinco casos de envenenamento
por chumbo devido a remédios "tradicionais" asiaticos, que ocorreram no centro-
oeste da Inglaterra. Entre eles, havia uma mulher de 42 anos que consumiu
tabletes provenientes da india contendo 10% de chumbo, e outra de 61 anos que
também consumiu tabletes, os quais continham 6% de chumbo além de tracos
de mercurio [10].

Ha na literatura relatos de estudos onde foram examinados medicamentos
chineses tradicionais, determinando niveis potencialmente toxicos de mercurio
em certos preparados de ervas. Esses preparados eram dissolvidos em agua e
consumidos em forma de cha, usados para uma variedade de enfermidades,

incluindo febre, reumatismo, apoplexia e catarata. Os niveis de mercurio
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encontrados estavam entre 7,8 e 621,3 mg por amostra, que pesavam entre 2,5
a9,0qg]8].

3.5.Legislacédo

A Farmacopeia Brasileira, assim como a Européia (EP) e a Americana
(USP), regulam, além dos métodos de quantificacdo e de metais pesados, as
concentracfes limites dos mesmos em produtos farmacéuticos. Esses
compéndios levam em consideracdo a toxicidade do metal e a via de
administracdo, atentando para a via parenteral, cuja criticidade do método é
maior que a oral, tornando o medicamento com uma biodisponibilidade muito
elevada [1]. Na Tabela 1, presente na Farmacopeia brasileira 62 ed., estédo
descritos os limites de cada metal pesado relativo a via de administracédo
utilizada. Devido ao alto nivel de toxicidade, demos atentar para Cd, Pb, Hg e
As, cujas concentracdes limites sdo as menores. J4 no caso de V, Ir, Os, Rh e

Ru, a soma das concentragfes desses metais ndo podera exceder 10 pg g*.

Tabela 1: Limites permitidos de impurezas de metais e ndo metais estabelecidos na
Farmacopeia brasileira.

Elemento - U§o_oral _— Usolpgrental
Limite maximo (ug g?) Limite maximo (ug g%)
Arsénio (As) 15 0,15
Cadmio (Cd) 0,5 0,05
Chumbo (Pb) 1,0 0,1
Mercurio (Hg) 15 0,15
Cromo (Cr) 25 2,5
Cobre (Cu) 250 25
Manganés (Mn) 250 25
Molibdénio (Mo) 25 2,5
Niquel (Ni) 25 2,5
Paladio (Pd) 10 1,0
Platina (Pt) 10 1,0
Vanadio (V) 25 2,5
Iridio (Ir)
Osmio (Os) 0] someltc’)ricl da (@) somzitc’)ricl da
L concentracdo ndo pode concentracdo ndo pode
Rodio (Rh) exceder 10 exceder 10

Ruténio (Ru)
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Além disso, a Farmacopeia Brasileira 62 ed. contempla com exclusividade
as drogas vegetais, propondo, seus limites especificos de metais pesados
(Tabela 2). Esses limites podem ser caracteristicos de uma droga em particular
e, neste caso, serédo especificados na monografia da mesma. Caso nao conste
na monografia, os limites deverdo ser observados e o valor maximo total de
metais pesados é de 20 ppm, ndo podendo ultrapassar os limites especificados
na tabela 2 [1].

Tabela 2: Limites para metais pesados em drogas vegetais estabelecidos na
Farmacopeia brasileira 62ed.

Metais Limite (ppm)
Cd 1,0
Pb 5,0
Hg 0,1
As 50

3.6.Determinacao de metais pesados na Farmacopeia

A Farmacopeia Brasileira descreve dois métodos para a determinacgéo de
metais pesados, uma qualitativa e outra quantitativa. A primeira se trata da
determinacao de metais pesados por formacéo de particulas sélidas de sulfetos,
ja para o método quantitativo, utiliza-se a técnica de espectrometria de absorcao
atdbmica por chama, geracao de hidretos, geracao de vapor frio e forno de grafite,
dependendo do elemento a ser determinado.

3.6.1. Teste qualitativo

Entre os métodos fornecidos na Farmacopeia Brasileira, o escolhido para
abordar mais profundamente neste trabalho € o Método Il (Ensaio limite para

metais pesados), pois ele também é utilizado no Laboratério Wesp.
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Neste método a quantidade de amostra utilizada, em gramas, é

especificada ha monografia ou deve ser calculada segundo a equacao:
Amostra (g) = 2 /(10001)
em que | = limite de metais pesados na amostra em porcentagem (m/m).

Para esse procedimento, é necessario que tenhamos uma solucao padréo
e uma solucdo de controle. A solucdo padrédo se refere a um tubo contendo
somente o solvente empregado na dissolucdo da amostra adicionado de 2 mL
de padrdo de chumbo 10 ppm. J& a solugéo controle € composta da solucao da
amostra preparada conforme a monografia juntamente com 2 mL de padrao de
chumbo 10 ppm.
Assim € possivel realizar uma comparacéo colorimétrica entre:
e aamostra a ser analisada;
e solvente + Pb 10 ppm

e solucéo contendo amostra + Pb 10 ppm

3.6.2. Espectrometria atbmica

No caso de substancias sollveis em agua, ndo ha necessidade da
decomposicao prévia da amostra e essa pode ser analisada diretamente apos
dissolucéo. Caso néo seja solivel em agua e apresentar solubilidade em outro
solvente, a substancia pode ser analisada diretamente apds dissolucédo se ndo
houver incompatibilidade entre o solvente e a técnica de espectrometria atbmica
[1].

Quando nenhuma das condi¢cBes anteriores for atendida, recomenda-se a
decomposicdo prévia da amostra. Nesses casos, 0s procedimentos
recomendados séo: a) Decomposicdo por via umida em sistema fechado com
aguecimento convencional ou por microondas ou b) Método de combustéo
iniciada por micro-ondas em sistema pressurizado [1]. O fluxograma da analise

por espectrometria atbmica esta descrito na Figura 1.
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Figura 1: Preparo de amostra para o método de espectrometria de absorcao atémica.

aibstancia é Nio hatancia 6 soliy Nio
A'.suh.st.m(:l.\ é > A substancia € solavel »| Decomposiciio da amostra
soliivel em agua? em outros solventes?
A
l Sim
Sim Os solventes sio compativeis com Nao

a(s) técnica(s) de determinacio?

l Sim
\ 4 4

Efetuar a determinacio por espectrometria atémica

Fonte: Farmacopeia 6%ed.

3.7.Voltametria

Os métodos eletroanaliticos que dependem da medida da corrente em
funcdo do potencial aplicado, sdo chamados métodos voltamétricos. Esses
métodos empregam condi¢cdes que favorecem a polarizacdo do eletrodo de
trabalho. Geralmente, para aumentar a polarizagéo, os eletrodos de trabalho
utilizados na voltametria sao relativamente pequenos, com areas superficiais de
alguns milimetros quadrados, e em algumas aplicacdes, apenas alguns

micrémetros quadrados [11].

3.7.1. Voltametria de redissolucdo anddica

Nessa técnica, uma etapa prévia de eletrodeposicdo sob potencial
negativo constante e sob agitacdo € utilizada para depositar o analito sobre um
filme cobrindo o eletrodo de trabalho. Apds essa etapa, € feita uma varredura na
direcdo de valores positivos de potenciais (varredura andédica) para oxidar
(redissolver) o metal presente no filme de volta para a solucdo, momento em que
se registra a corrente [11]. O resultado desse processo é registrado em um
diagrama chamado de voltamograma, nele podemos ver os picos dos analitos
em seus respectivos potenciais de pico, cujo sinal analitico € a corrente de pico,
que correlacionamos de maneira proporcional com a concentracado da espécie

em solugéo.
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3.7.2. Voltametria de pulso diferencial

A técnica de pulso diferencial € amplamente difundida e utilizada, sendo
sua maior sensibilidade atribuida a dois fatores, o0 aumento da corrente faradaica
e a uma diminuicdo da corrente capacitiva. Outra vantagem € a obtencéo de
picos mais estreitos pela utilizacdo desse procedimento, o que é desejavel
guando se necessita analisar misturas. Os instrumentos digitais normalmente
empregam a forma de onda exposta na Figura 2, que envolve a combinacao da

aplicagcédo de um pulso sobre uma varredura em forma de escada.

Figura 2: Pulso sobre varredura em forma de escada.

= S,
= -
}S:» S,
o
[ S
S| l |
je—Pulse .|
S period
Time

Fonte: Skoog 82 ed. Copyright 2013 Cengage Learning.

Como pode ser visto na Figura 2, duas medidas de corrente s&o
realizadas, uma em S1 logo antes da aplicacédo do pulso, e outra em S2, no final
do pulso. A corrente faradaica (referente a reacéo de oxidacao do analito) diminui
linearmente com o tempo, enquanto a corrente capacitiva decresce
exponencialmente com o tempo. A diferenca dos dois pontos citados
anteriormente propicia um maior sinal em relacdo a linha base. As diferencas
das correntes (Ai = Sz - S1) séo registradas em funcdo da variagdo escalonada
dos potenciais, sobre a qual sdo sobrepostos os pulsos. A altura do pico
(corrente de pico) € diretamente proporcional a concentracéo.
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3.7.3. Célula voltamétrica

A célula é composta de trés eletrodos distintos (eletrodo de trabalho,
contra eletrodo e eletrodo de referéncia), cada qual com a sua fungéo, imersos
em uma solucédo contendo o analito e também um eletrélito ndo reativo chamado
eletrdlito suporte. Na célula, a corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o contra
eletrodo.

O eletrodo de trabalho, neste estudo, tem a variagéo do seu potencial em
relacdo a um eletrodo de referéncia variado de forma escalonada em relagéo ao
tempo, com pulsos diferenciais periddicos sobrepostos, durante a varredura dos
potenciais. A area do eletrodo de trabalho é pequena para aumentar sua
tendéncia em se tornar polarizado. O eletrodo de referéncia tem um potencial
que permanece constante durante o experimento. O terceiro eletrodo € um
contra eletrodo, sendo que a corrente circula através da célula entre ele e o

eletrodo de trabalho.

3.7.4. Filme de Bismuto

A modificacdo no eletrodo de trabalho de carbono vitreo utilizando-se
filme de bismuto formado in situ, tem como finalidade melhorar a interacdo dos
analitos com o eletrodo de trabalho. Esse filme vem sendo amplamente utilizado
como alternativa ambientalmente correta. Combinado com a baixa toxicidade do
bismuto, o BIFGCE sédo uma alternativa viavel aos eletrodos de filme ou gota de

mercurio usados até agora. [12]

3.8.Validacdo do método

A Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) 166/2017 promulga em seu
art. 4° que a validacdo deve demonstrar que o método analitico produz
resultados confiaveis e é adequado a finalidade a que se destina, de forma

documentada e mediante critérios objetivos [13].
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3.8.1. Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as
condicBes experimentais estabelecidas. O LQ deve ser coerente com o limite de

especificacdo da impureza [13].

3.8.2. Limite de deteccéo (LD)

O Art. 49 RDC 166/2017 dispdes que o limite de deteccdo deve ser
demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do analito presente em uma
amostra gue pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado, sob
as condicdes experimentais estabelecidas.

A determinacéo do limite de deteccdo pode ser realizada por meio de
meétodo visual, da razéo sinal-ruido, baseado na determinac&o do branco ou em
parametros da curva de calibracdo, considerando-se as particularidades do

método analitico utilizado [13].

3.8.3. Linearidade

No Art. 23 da RDC 166/2017 é definida que a linearidade de um método
€ demonstrada por meio da sua capacidade de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentracao de um analito em uma amostra.

Para estes ensaios as solu¢fes utilizadas para avaliacao da linearidade
devem ser preparadas de maneira independente, podendo ser utilizadas
solucdes diluidas de uma mesma solucdo mée da substancia quimica de
referéncia (SQR).

3.8.4. Precisao

A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por
meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no meétodo
analitico a ser validado. A preciséo deve ser expressa por meio da repetibilidade,

da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade [13].
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3.8.5. Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relacdo a
um valor aceito como verdadeiro.

A exatiddo deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 determinacdes,
contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 concentragdes:

baixa, média e alta, com 3 réplicas em cada nivel [13].
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4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo geral
O objetivo do presente trabalho foi verificar a viabilidade de determinacéo
de Cd e Pb em amostras de matéria prima vegetal de um medicamento
fitoterdpico, utilizando a técnica de voltametria de redissolu¢cdo anddica com
pulso diferencial, para implantar esse método na rotina de fiscalizagdo dessas

matrizes.

4.2.0bjetivos especificos

»= Avaliar o método de abertura da amostra e sua compatibilidade com a
técnica voltamétrica utilizada.

= Determinar LD, LQ, linearidade, exatiddo e precisdo do método.

= Verificar a viabilidade do método voltamétrico proposto neste trabalho em
analises de rotina para determinacdo de Cd e Pb simultaneamente em

amostras de Angélica e Genciana.



27

5. MATERIAIS E METODOS

5.1.Reagentes e solucbes

Para a execucéo deste trabalho foram selecionadas duas matérias primas
que compde a Olina®, tratam-se do extrato mole da Genciana (Gentiana lutea) e
do extrato fluido de Angélica (Angelica archangelica). As medidas foram
realizadas utilizando-se as técnicas de voltametria de redissolucdo anddica com
pulso diferencial (DPASV).

Utilizou-se reagentes de grau analitico e agua purificada de resistividade
18,2 MQ cm (Milli-Q). Para o preparo da solucéo padrao de trabalho contendo
Cd 5mg L'e Pb 5 mg L e da solugdo padrdo usada nos ensaios de
recuperacéo, contendo Cd 20 mg Lte Pb 40 mg L™, utilizou-se solucdes padrédo
de Cd 1000 mg L* e Pb 1000 mg L* (Dinamica com rastreabilidade NIST).
Preparou-se solugdo tampao de acetato de aménio (Acido acético/Hidroxido de
amonio), com pH 4,6. A solucédo padréo de Bi (Ill) 1000 mg kg foi preparada a
partir da solucao nitrato basico de bismuto Il ((BisO(OH)9(NO3)4) (Merck).

5.2.Instrumentacgéo

Para obtencdo dos voltamogramas foi necessario um computador com o
software PSTrace (Palmsens, Holanda), conectado ao potenciostato portatil
EmStatBlue (Palmsens, Holanda).

Na célula voltamétrica foi montado o arranjo de trés eletrodos sendo
eletrodo de carbono vitreo de 3 mm de didmetro como eletrodo de trabalho, barra
de platina como contra eletrodo e Ag/AgCl (KCI 3 mol Lt) como eletrodo de
referéncia. Podemos observar a montagem deste sistema na Figura 3. O
polimento do eletrodo de trabalho foi realizado com suspenséo de alumina antes
da realizacdo da analise de cada amostra.

Todos o0s materiais utilizados nos experimentos, como, célula
eletroquimica e tampa, os béqueres e demais de vidrarias foram deixadas em
HNOs 1% por 24 horas antes da utilizacdo para descontaminacéo e lavados

abundantemente com agua Milli-Q antes do uso. Para os itens de plastico, se
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utilizou HNOs 10% em solucdo alcodlica (etanol 50%). As micropipetas de

volume ajustavel foram aferidas para os volumes utilizados.

Figura 3: Sistema utilizado para as determinacdes voltamétricas.

o

Fonte: Préprio autor.

5.3.0btencéo e preparo de amostras

As amostras de Angélica e Genciana analisadas foram disponibilizadas
pelo Laboratorio Wesp. Elas sédo de lotes antigos que ndo seriam mais usados
pela empresa. A matriz vegetal Angélica compreendia um extrato fluido em que
o solvente utilizado para extracdo era dgua. A matriz vegetal Genciana, por sua
vez, se tratava de um extrato mole (mais viscoso que o extrato da Angélica)
contendo 50% de etanol e 50% agua. A abertura das amostras foi realizada no
laboratério de controle de qualidade do Lab. Wesp conforme Método Il (Ensaio
limite para metais pesados) da Farmacopeia Brasileira 62 ed. Esse método foi
escolhido por j4 estar regulamentado na Farmacopeia Brasileira como um
método valido e também por ja ser utilizado nas rotinas de andlise do Laboratorio
Wesp.

Para o processo de abertura, pesou-se exatamente cerca de 1 g de
amostra. A amostra foi transferida para um cadinho de porcelana (previamente
descontaminado em HNOs 1%) onde adicionou-se H2SOs suficiente para

umedecer a substancia. Em seguida, a amostra foi levada a uma chapa de
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aquecimento na temperatura de 300°C. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de
HNOs vagarosamente, mantendo-se 0 aguecimento até ndo desprenderem mais
vapores brancos. A amostra foi, entdo, levada a mufla para um aquecimento de
500 — 600°C por 4 h, até a combustdo completa.

Posteriormente, retirou-se a amostra da mufla e seguiu-se com o
resfriamento da amostra a temperatura ambiente. Entdo, adicionou-se 4 mL de
HCI 6 mol L* na amostra cobrindo-a com vidro de relégio e deixando por 15 min
em banho maria. Os cadinhos contendo a amostra foram, entdo, descobertos e
evaporados até a secura. A amostra foi, em seguida, umedecida com 1 gota de
HCI concentrado e adicionou-se 10 mL de agua ultrapura quente, levando para
mais 2 min de digestdo em banho maria. Ao final, completou-se o volume da
amostra para 25 mL em baldo volumétrico. Vale ressaltar, que o método foi
adaptado para a andlise voltamétrica, sendo conduzido até a etapa que precedeu

a adicao de acido aceético e tioacetamida (para formacao de sulfetos).

5.4.Procedimento analitico

Adicionou-se na célula 10,00 mL de agua de Milli-Q, 1,00 mL de amostra
preparada conforme secéo 5.3, 24 uL de solucédo de Bi (IIl) 1000 mg L e 1,00
mL de tampdo acetato de aménio (Acido acético/Hidroxido de aménio),
mantendo o pH em 4,6. Os parametros instrumentais utilizados foram 100 s de
tempo de deposicdo (td), -1,4 V de potencial de deposicdo (Ed), 0,08 V st de
velocidade de varredura (v) e 0,05 V de amplitude de pulso (Epuise) [14]. O método
de adicdo do padréo foi usado para quantificacdo, através da adicao de 20 uL

do padréo de trabalho contendo Cd e Pb cada um na concentracdo de 5 mg L.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.Parametros experimentais

Para a validacdo do método aqui proposto, utilizou-se os parametros
experimentais otimizados previamente por Alessi (2018), que se baseia na
utilizagéo de potencial de deposicéo (Ed) de -1,25 V, tempo de deposigéo (td) de
100 s, amplitude de pulso (Epuise) de 0,05 V, velocidade de varredura (v) de 0,08
V s, pH na célula de 4,6, e janela de potenciais de -1,25 V a 0,5 V, com uma

etapa posterior de cleanup a 0,05 V por 30 s.

6.2.0timizagao do volume da amostra

Primeiramente, estudou-se o volume adequado da amostra de Angélica
digerida, a fim de assegurar que o maior volume de amostra possivel pudesse
ser utilizado, sem afetar a precisédo entre as medidas das replicatas das correntes
de pico (desvio padrao menor que 10%) e que assegurasse uma pequena linha
base e um sinal de pico bem resolvido. Neste teste realizou-se a adicdo de
volumes crescentes de amostra, iniciando com uma célula contendo 100 L, e
posteriormente, 300 pL, 500 pL, 750 pL, 1000 pL, 2000 yL. Em todas as células
foi-se adicionado 50 pL de um padrdo de 10 mg L de Cd e Pb.

A Figura 4 apresenta a variacdo da corrente de pico para Cd e Pb com a

diferentes volumes da amostra na célula.
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Figura 4: Voltamogramas para diferentes volumes de amostra.
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Fonte: Préprio autor.

A partir dos voltamogramas obtidos com a amostra de Angélica para Cd
e Pb, observa-se que a corrente de pico geralmente apresentou um aumento
linear entre 100 pL e 1000 pL de volume de amostra. No volume de 750 pL ndo
houve formacdao suficiente do filme de bismuto, detectado em aproximadamente
—-0,20 V, prejudicando a deposicdo dos metais no eletrodo de trabalho. Para
estudos posteriores, o volume de 1000 pL de amostra foi escolhido, junto ao qual
observou-se alta corrente de pico com um desvio padrao baixo entre as
replicatas. Vale ressaltar, que os ombros que aparecem para alguns dos
voltamogramas da figura 4 ndo foram verificados em ensaios posteriores, ao se
utilizar 1000 pL de amostra. Observou-se, também, que diferentes volumes de
amostra deslocam o0s voltamogramas para potenciais mais positivos ou

negativos.
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6.3.Validacdo do método

6.3.1. Linearidade LQ e LD para a amostra de Angélica

Para a determinacao da linearidade foram realizadas adicdes crescentes
dos padrdes de Cd e Pb em uma célula voltamétrica, aplicando-se os parametros
anteriormente otimizados, ou seja, potencial de deposicéo de -1,25 V para Cd e
Pb, velocidade de varredura de 0,08 V s* e tempo de deposicdo de 100 s. Para
Cd e Pb, as concentracdes utilizadas foram: 0 ugL*,5,0 ug L, 10,0 ug L, 14,9
pug Lt 199 ug Lt 24,8 uygLt,29,8 ugL*,34,7 ugL1,39,6 ug L1,44,5 ug L*,49,4
Mg L1, 54,3ugLt59,2ugLt,64,0ugLt,73,7ugLt,83,4ug Lt paracada medida
realizada. A Figura 5 apresenta o grafico da corrente de pico versus
concentracdo na primeira faixa de linearidade para Cd e Pb, onde é possivel

notar uma boa linearidade (R? = 0,99) até adi¢cdes de 29,8 ug L* dos padrées.

Figura 5: Primeira faixa de linearidade das adi¢cdes de Cd e Pb - Angélica
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 6: Segunda faixa de linearidade das adi¢cdes de Cd e Pb - Angélica
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Fonte: Préprio autor.

Pode-se observar, devido alteracdo do coeficiente angular na regressao
linear, que existem duas faixas com comportamento linear, ou seja, R? = 0,99,
nos graficos de adicdo de padréo de Cd e Pb. Para Cadmio e Chumbo, pode-se
dividir a primeira faixa linear de 0 até 29,8 ug L de concentragdo. A segunda
faixa linear, para Cd partindo-se de 29,8 até 83,4 ug L e tratando-se do Pb, a
segunda faixa linear esta entre 29,8 e 64,0 ug L. Para concentragcdes acima de
64,0, a curva do Pb tende a formar uma terceira faixa linear.

E possivel, que a corrente de pico para Cd continuaria aumentando para
concentragbes maiores que 83,4 ug L, antes que houvesse saturacdo da
superficie do eletrodo de trabalho. No entanto, optou-se por nao continuar
aumentando a concentracdo dos analitos na célula, uma vez que essa faixa de
concentracdo ja estaria muito além do limite exigido pela legislacdo vigente
(Farmacopeia Brasileira 6 ed.), apos todas as diluicbes descritas anteriormente.

Os limites de deteccéao (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados de
acordo com os critérios 3,3s/m e 10s/m, respectivamente, sendo s o desvio
padrdo de 5 medidas da corrente do branco nos respectivos potenciais de pico
de Cd e Pb, e m, o coeficiente angular da curva de adicdo do padrédo. Vale
ressaltar que o branco neste caso continha 1 mL da amostra ausente dos

analitos, para possibilitar uma matriz do branco similar & amostra. O LD e 0 LQ
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calculados para Cd foram de 0,2 ug L1 0,7 ug L2, respectivamente. J& para Pb,
os valores foram de 0,9 yg L*parao LD, e 2,7 ug L* para o LQ.

A Figura 7 apresenta os voltamogramas das adicfes do padrao de Cd e
Pb referentes as correntes em fungcdo das concentragcbes do ensaio de
linearidade (Figuras 5 e 6). Observou-se um aumento relativo as adigbes de
padrao, verificando-se uma saturacdo de uma primeira camada de deposicéo na
superficie do eletrodo de trabalho em 29,8 ug L' dos analitos. A partir dai,
evidenciou-se uma segunda faixa linear, possivelmente pela formacéo de uma
segunda camada ou uma nova reestruturacdo dos analitos no filme de Bi sobre

o eletrodo.

Figura 7: Voltamogramas obtidos a partir das adigcbes de padréo contendo Cd e Pb para
o teste o teste de linearidade na amostra de Angélica.

7,0 - Cad*

Pb2*

5,0 1

Corrente (HA)

2,0 1

0,0 -
-0,999 -0,899 -0,799 -0,699 -0,599 -0,499

Potencial vs Ag/AgCl (KCl; mol L)

Fonte: Préprio autor.



0s mesmos procedimentos de adigOes crescentes dos padrdes de Cd e Pb em
uma célula voltamétrica. A Figura 8 apresenta a corrente de pico versus a
concentracdo. Assim como foi observado na amostra de Angélica, na Genciana

temos mais de uma faixa linear. Para Cd e Pb, pode-se dividir a primeira faixa

6.3.2. Linearidade LQ e LD para a amostra de Genciana

Para a determinacéo da linearidade da segunda amostra foram realizados

linear de O até 49,4 ug L* de concentracgéo.

Figura 8:
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Concentracdo (ug L 1)

Fonte: Préprio autor.

crescimento linear. Este comportamento pode ser devido a um diferente

rearranjo dos metais depositados sobre o filme de Bi (lll), inclusive formando

Em adicdes acima de 49,4 ug L* as correntes de Cd e Pb ndo mantém

multiplas camadas.

0S mesmos critérios 3,3s/m e 10s/m, respectivamente. O LD e o LQ calculados

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados com
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para Cd foram de 0,3 yg L*e 0,8 ug L%, respectivamente. Ja para Pb, os valores

foram de 0,6 ygL*parao LD e 1,9 ugL* parao LQ.

6.4.Ensaio de recuperacdo na amostra de Angélica

Para verificar a recuperacédo dos analitos, realizou-se a fortificacdo dos
mesmos na amostra bruta, previamente a etapa de digestdo, para que eles
passassem por todas as etapas do método. Pesou-se exatamente cerca 5 g
(com 4 casas decimais) de amostra de Angélica em 4 tubos cénicos de 50 mL.
Em seguida, pipetou-se 0, 130, 340 e 610 pL da solugéo padréo de Cd 20 mg L
1 e Pb 40 mg L para cada um dos tubos coOnicos contendo as aliquotas de
amostras, seguido de agitacdo manual vigorosa por 1 min. Posteriormente,
mediu-se uma massa exata de cerca de 1 g de cada uma das amostras
fortificadas em cadinhos de porcelana (previamente descontaminados), e
seguiu-se o0 processo de abertura da amostra com a adicdo de H2SOas
concentrado suficiente para umedece-la. Em seguida, a amostra foi levada a
uma chapa de aquecimento, que foi entdo mantida a 300°C. Posteriormente,
adicionou-se 2 mL de HNOs concentrado vagarosamente, mantendo-se o
aguecimento até ndo desprenderem mais vapores brancos. A amostra foi, entéo,
levada a mufla para um aquecimento de 500 — 600°C por 4 h, até a combustao
completa. Entdo, retirou-se a amostra da mufla, deixando-a resfriar a
temperatura ambiente. Subsequentemente, adicionou-se 4 mL de HCI 6 mol L
na amostra, cobrindo-a logo em seguida com vidro de relégio e deixando-a por
15 min em banho maria. Os cadinhos contendo a amostra foram, entéo,
descobertos e evaporados até a secura. A amostra foi, em seguida, umedecida
com 1 gota de HCI concentrado e adicionou-se 10 mL de 4gua ultrapura quente
(aproximadamente 80°C), mantendo ainda por mais 2 min em banho maria. Ao
final, completou-se o volume da amostra para 25 mL em baldo volumétrico.

Vale ressaltar, que a descontaminacdo dos cadinhos de porcelana foi
essencial para diminuir o as concentracdes de Cd e Pb no branco, sendo que
antes da descontaminacéo encontrou-se 3,7 ug Lt de Cd e 21,0 yg L-* de Pb na
célula contendo o branco. ApGs a descontaminacdo em HNO3 1% por 24h, as

concentraces de Cd e Pb no branco foram 1,1 pug L' e 3,5 ug L%,
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respectivamente. Vale também frisar, que ndo houve diferenca nos valores do
branco utilizando-se HCI e HNOs destilados ou néo.

A Tabela 3 apresenta os resultados dos ensaios de recuperacdo na
amostra de Angélica. O método apresentou recuperacdes entre 80 e 125%,
ultrapassando levemente o limite superior que esta sugerido pela orientacdo
sobre validacdo de métodos analiticos do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (Inmetro) para niveis de ppm [15]. E importante frisar,
que durante a etapa de digestdo, que como citado anteriormente, € um método
de referéncia da Farmacopeia Brasileira 6 ed. para ensaios de metais pesados
presentes nessas matrizes vegetais, ndo houve perdas apreciaveis de Cd e Pb.

Para os célculos nos ensaios de recuperacéo, usou-se a relacdo abaixo:

(conc.apbs a fortificagio) — (conc.na amostra)

— —— * 100
Conc.adicionada na fortificagdo

Tabela 3: Recuperacdes percentuais dos analitos contidos na amostra de Angélica.

Analito Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Conc. adicionada (ug g*) 0 0,51 0 1,26 0 2,49

Cd Conc. encontrada (ug g?) 0 0,55 0 1,15 0 2,32
Recuperacao (%) - 108 - 92 93
Conc. adicionada (ug g) 0 1,02 0 2,51 0 4,99

Pb Conc. encontrada (ugg?) 1,87 2,87 187 499 1,87 7,48
Recuperacao (%) - 98 - 124 - 112

Os resultados da Tabela 3 foram obtidos por meio do método de adicao
do padréo. As Figuras 9, 10 e 11 mostram as curvas de adicdo do padrdo para
as fortificacbes de Cd e Pb utilizados para os célculos de quantificacdo e

recuperacao.
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Figura 9: Voltamogramas e curva de adicdo do padrdo para o ensaio de recuperacao

da amostra 1 de Angélica.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 10: Voltamogramas e curva de adicdo do padrdo para o ensaio de recuperacao
da amostra 2 de Angélica.
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Figura 11: Voltamogramas e curva de adicdo do padrdo para o ensaio de recuperacao

da amostra 3 de Angélica.
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Fonte: Préprio autor.

6.5.Ensaio de recuperacdo da amostra de Genciana

Tratando-se da Genciana, aplicou-se primeiramente 0S mesmos
procedimentos referentes a amostra de Angélica, descritos no item 6.3. Contudo,
nao se obteve éxito nas recuperacodes, ficando entre 6,5 a 52,8% para Cd e 5,8
a 135% para Pb. Entende-se que esta matéria prima, por ser muito viscosa,
impediu a correta homogeneizagédo do analito durante a fortificagdo. Portanto,
adotou-se outra estratégia para este ensaio, junto a qual mediu-se uma massa
exata de cerca de 1 g da amostra de Genciana em cadinhos de porcelana
(previamente descontaminados), seguindo-se com as fortificacdes sobre as

aliquotas da amostra ja contidas no cadinho. Neste ensaio, pipetou-se 0, 30, 80
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e 200 pL da solugdo padrao de Cd 20 mg Lt e Pb 40 mg L! para cada um dos
cadinhos contendo a amostra. Com um bast&o de vidro, realizou-se a agitacao,
esperando-se uma completa homogeneizacdo, sendo que também algumas
gotas de H2SO4, que de qualquer forma seriam usados na digestdo, foram
utilizados ao fim desse processo para remover parte da amostra que ficou
cobrindo o bastdo de vidro. Nas etapas subsequentes, realizou-se os mesmos
procedimentos referentes a amostra de Angélica, descritos no item 6.3.

A Tabela 4 apresenta as recuperacoes para os 3 niveis de concentracdo
na amostra de genciana, cujos voltamogramas e curvas de adi¢cao do padrao sao
mostradas nas Figuras 12, 13 e 14. Verifica-se que, ap0s a adocao deste outro
procedimento de fortificacdo descrito acima houve uma melhora consideravel
nas recuperagdes dos analitos, devido a uma maior homogeneizagéo deles na
matriz. No entanto, as recuperacdes ainda se encontram abaixo do aceitivel
para Cd, variando de 35 a 52%. Chumbo, por sua vez, apresentou recuperacao
de 98% para a amostra 1, mas valores insuficientes para as amostras 2 (50%) e
3 (65%). Destarte, ainda € preciso otimizar o processo de fortificacdo da

Genciana, ja que se trata de uma matriz singular, muito diferente da Angélica.

Tabela 4: Recuperagdes percentuais dos analitos contidos na amostra de Genciana.

Analito Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Conc. adicionada (ugg?) O 0,58 0 1,58 0 3,88

Cd Conc. encontrada (ugg?) O 0,25 0 0,82 0 1,37
Recuperacao (%) - 43 - 52 - 35
Conc. adicionada (ugg?) O 1,16 0 3,15 0 7,76

Pb Conc. encontrada (ugg?) 0,57 1,71 0,57 2,14 0,57 5,65

Recuperacao (%) - 98 - 50 - 65
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Figura 12: Voltamogramas e curva de adicdo do padrédo para o ensaio de recuperacao

da amostra 1 de Genciana.
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Figura 13: Voltamogramas e curva de adicdo do padrdo para o ensaio de recuperacao

da amostra 2 de Genciana.
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Figura 14: Voltamogramas e curva de adicdo do padrdo para o ensaio de recuperacao

da amostra 3 de Genciana.
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Para analise de custos deste trabalho, comparou-se a aquisicdo de um

espectrometro de absorcdo atdmica com chama (FAAS) e forno de grafite (GF

AAS) e um potenciostato portatil, bem como todos os itens necessarios para

suas respectivas implantacfes. Alguns itens sdo adquiridos somente via

importagao e foram cotados diretamente com os representantes no Brasil, tendo

seu preco final ligado a cotagédo do euro e do délar. Outros itens de fabricacao

nacional foram cotados em empresas que trabalham com a venda direta, tendo

seu preco ja em real. Os precos cotados estdo expostos na tabela 5.

Tabela 5: Avaliacdo de custos para implantacdo do método de referéncia usando a

técnica de absorgéo atdmica e método proposto, utilizando voltametria.

Espectroscopia de Absor¢cao Atdmica Voltametria
Item Custo (R$) Item Custo (R$)
Espectrdmetro de absorcao
atdmica com chama e forno de 244.465,00 Potenciostato portatil? 40.560,00
grafitet
A Eletrodo de Referéncia
1
Lampada de catodo oco de Cd 4.075,50 (Ag/AGC) 2.440,00
Lampada de catodo oco de Pbt  3.945,50 Eletrodo de trabalho 2.340,00
(carbono vitreo)
Gas acetileno 9Kg 2.500,00 Contra Eletrodo (Platina) 2.346,30
Acido cloridrico 1L 21,28 Acido cloridrico 1L 21,28
Acido nitrico 1L 66,97 Acido nitrico 1L 66,97
Acido Sulfarico 1L 66,91 Acido Sulfarico 1L 66,91
Padréo de Cd 1000 mg L . .
(125 mL) 115,00 Nitrato de Bismuto (100g) 350,77
Padréo de Pb 1000 mg L* Padrao de Cd 1000 mg L
(125 mL) 115,00 (125 mL) 115,00
Padrédo de Pb 1000 mg L
(125 mL) 115,00
Suspenséo de Alumina
0,05 micron 1L 197,24
Pano para polimento 5un 141,34
TOTAL R$ 255.371,16 TOTAL R$ 48.760,81

1Cotacao dos itens em Euro: 1 euro = 6,50 reais
2Cotacgdo dos itens em Doélar: 1 dolar = 5,60 reais
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Os orgamentos dos equipamentos foram realizados diretamente com as
empresas que realizam as vendas e importacdes dos mesmos, Analytik Jena no
caso do espectrébmetro de absorcdo atbmica contendo os dois moédulos de
atomizagcao (chama e forno de grafite) e Interprise, no caso do potenciostato
portatil. Os demais itens foram cotados com empresas nacionais especializadas
no comercio de reagentes e itens de consumo para laboratorios.

Na Tabela 6, sdo descritos todos os itens imprescindiveis para
implantacdes e aplicacdes das duas técnicas mencionadas. Entretanto, ndo séo
considerados nesta tabela outros custos como adequacéo fisica para o projeto,
como por exemplo tubulacdo e sala de gases, além de uma sala separada para
0 equipamento (no caso do FAAS e GF AAS). Ja para o0 potenciostato portatil,
0s custos de projeto se tornam mais simples, visto que ele pode ser facilmente
utiizado em uma bancada de laboratorio, ou até de forma descentralizada,
inclusive ndo necessitando de rede elétrica. E importante ressaltar que o
potenciostato (EmStatBlue) possui bateria com autonomia de até 10h e interface
com o seu software (PSTrace) no computador ou notebook através de cabo USB
ou bluetooth. Ha inclusive, uma verséo do software para smartphone (PStouch).
Vale destacar que a instrumentacdo envolvida em analises voltamétricas exigem
menores custos de manutencéo do que as técnicas de FAAS e GF AAS. Além
do mais, € importante frisar que a instrumentacdo usada em voltametria
geralmente ndo necessita de acdes técnicas preventivas, por se tratar de um
sistema bastante robusto.

Realizou-se, também, cotacdes para aprimorar ainda mais a implantacéo
da técnica voltamétrica. Em razdo desta andlise envolver concentracdes muito
baixas dos analitos, se faz necessario que os acidos utilizados sejam puros,
embora para 0s ensaios realizados nédo se tenha verificado que os acidos foram
fontes de contaminagédo, uma vez que se comparou o uso de HCl e HNO3
destilados e ndo. No entanto, sugere-se a aquisicao de um destilador de acidos,
cujo custo beneficio é extremamente favoravel em comparacdo a compra direta
de acidos ultrapuros. Além do mais, verificou-se a necessidade de usar
estabilizador ou nobreak nas analises realizadas no laboratério, ja que a rede
elétrica oscilava bastante, interferindo algumas vezes na reprodutibilidade das
medidas de corrente, ou mesmo para prevenir quedas de energia elétrica, caso

venha-se utilizar um computador desktop.
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Em vista disso, considerou-se importante a aquisicao de um nobreak para
gue ndo se tenha risco de dano ao equipamento, além de fornecer maior
confiabilidade nas medidas voltamétricas realizadas em laborat6rio centralizado.
A Tabela 6 apresenta os custos de aquisicdo de um destilador de &cidos e de

um nobreak.

Tabela 6: Avaliacdo de custos para aquisicdo de um destilador de acidos e um Nobreak

ltem | Custo (R$)
Sistema de destilacdo de 4cidos? 60.742,50
Nobreak 1200VA 639,00

TOTAL R$ 61.381,50
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8. CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou corroborar a viabilidade da
utilizacdo da técnica de voltametria de redissolu¢cdo anddica com pulso
diferencial na determinacéo de Cd e Pb em amostras de Angélica e, até certa
extensdo, Genciana, matérias primas do fitoterapico Olina®.

Verificou-se que a etapa de abertura de amostra adaptou-se
adequadamente ao meétodo voltamétrico. A descontaminagdo do material
também se mostrou determinante, nesse caso, para a diminuicdo da
contaminacao dos analitos no branco.

Os limites de deteccdo e quantificacdo determinados ficaram na faixa
esperada de acordo com a técnica e satisfatoriamente abaixo dos limites
maximos exigidos na legislacgéo.

Analisando os ensaios de analise de recuperacéo, para o caso da amostra
Angélica, os resultados se mostraram satisfatorios para niveis de concentracao
proximos aos estabelecidos pela legislacdo vigente, possibilitando que as
concentracdes dos analitos aplicadas nas fortificacoes fossem encontradas entre
35% e 124% apds a aplicacdo do método voltamétrico proposto. Obteve-se
baixas recuperacbes de Cd e Pb na amostra de Genciana, aplicando-se o
mesmo método de fortificacdo usado na amostra de Angélica, embora se tenha
observado aumento consideravel nas recuperacfes apos adaptacdes no método
de fortificacdo, ou seja, no proprio cadinho usado na digestdo, ao invés de
realizar fortificacdo em uma massa maior da amostra em um tubo cénico. Em
vista disso, necessita-se realizar mais estudos de otimizagéo dos parametros do
método, como volume de amostra e modo de fortificacdo, para a amostra de
Genciana.

Além dos resultados, destaca-se que o custo de implantacdo da
voltametria para analise de rotina de Cd e Pb seria 5 vezes menor do que 0s
métodos de referéncia, utilizando as técnicas de FAAS e GF AAS, além de
muitas outras vantagens relacionadas a tempo de analise, portabilidade, analise

in situ, miniaturizacdo e andlises mais ambientalmente corretas.
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9. ESTUDOS FUTUROS

E de grande interesse que se amplie o escopo das determinacdes de
metais pesados (controlados por legislacdo especifica) por voltametria em
Angélica, Genciana e outras amostras vegetais utilizadas pelo Laboratorio Wesp
na producédo da Olina®. A ampliacdo desta pesquisa poderia se dar no sentido
de desenvolvimento de métodos para determinar Cd e Pb nas outras matérias
primas, além de considerar outros analitos como As e Hg. Além do mais, sugere-
se utilizar outros métodos de preparo de amostra, fora dos recomendados pela
Farmacopeia brasileira, como por exemplo, em sistema fechado utilizando dedo
frio ou microondas. Por fim, é de extrema importancia atestar a exatiddo dos
métodos, tendo um método de outra técnica como referéncia, ja que nao existem

materiais de referéncia certificados para estas matrizes.
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APENDICE A — Parametros analiticos para as curvas de linearidade

Tabela 7: Parametros analiticos para Cd e Pb a partir da adicdo do padrao - Angélica

Parametro analitico Cd Pb
Potencial de pico (V) -0,80 -0,55
Coeficiente de determinacéo R2 0,99171 0,99950
Inclinacéo da reta (WA L pg?) 0,02238 0,02246
Desvio padréo de inclinacéo reta (LA L pug?) 0,00145 0,00021
Intercepto (UA) -0,0118 0,05883
Desvio padrao do intercepto (MA) 0,01347 0,00332
LD (ug L?) 0,2 0,9
LQ (ug LY 0,7 2,7

Tabela 8: Pardmetros analiticos para Cd e Pb a partir da adi¢do do padrao - Genciana

Paréametro analitico Cd Pb
Potencial de pico (V) -0,80 -0,55
Coeficiente de determinagao R? 0,99607 0,99722
Inclinacdo da reta (WA L pg?) 0,04207 0,06863
Desvio padréo de inclinacdo reta (WA L ug™) 0,00099 0,00115
Intercepto (UA) 0,02688 0,70111
Desvio padrao do intercepto (HA) 0,01568 0,02621
LD (ug L?) 0,3 0,6

LQ (ug L) 0,8 1,9
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