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RESUMO

A Cannabis Sativa L. (maconha) apresenta mais de 500 substancias quimicas, das
quais aproximadamente 100 delas se classificam na categoria dos canabindides, de
acordo com o Instituto Nacional de Saude. Entre as quais se encontra o tetra-
hidrocanabinol (A%-THC), o canabindide mais conhecido e responsavel pelos efeitos
psicodélicos da maconha e o Canabidiol (CBD), outra espécie quimica que possui
amplo espectro de a¢des com efeitos farmacoldgicos. Apesar dos inumeros estudos
relatados sobre as potencialidades medicinais do CBD e de sua interacdo com o THC
nao ha na literatura, até o presente momento, trabalhos relacionados a analise
elementar inorganica desses extratos comumente utilizados para fins terapéuticos.
Todavia, devido ao potencial efeito bioacumulador /fitorremediador da planta
Cannabis Sativa, estudos que elucidam a composi¢do quimica inorganica nesses
extratos utilizados como medicamentos e os seus efeitos ao organismo humano sao
de extrema importancia. Neste contexto, esse trabalho caracterizou o perfil quimico
inorganico dos extratos de CBD empregando a técnica de espectrometria de emissao
oOptica com plasma indutivamente acoplado, ICP OES, sendo as amostras
previamente digeridas em meio acido (HNO3 65% v/v e H202 30% m/v) por forno de
micro-ondas. Os constituintes inorganicos encontrados em diferentes extratos de CBD
foram: Ni (3,0 ygg™), Zn (1,5-12,5ugg™"), Cu(0,3-1,7ugg’), Mn (0,5-10,0 ug g’
", Cr(3,0-5,0ugg™"),B(2,0-23,0ugg") eBa(0,3-0,7 ug g'), todos abaixo dos
limites maximos estabelecidos pela FDA e ANVISA. Este trabalho teve ainda como
proposito o desenvolvimento e otimizagdo de metodologias analiticas para a
determinacao de Pb, As e Cd empregando a espectrometria de absorgéo atbmica com
atomizagao eletrotérmica por forno de grafite, GF AAS. O reagente hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH), foi empregado visando a obtengcdo de uma suspenséo
representativa dos extratos de CBD que fosse compativel com a técnica GF AAS.
Variaveis referentes ao preparo de amostras e aos parametros instrumentais foram
otimizadas a fim de se obter condicbes reacionais e de analise adequadas a
quantificacdo desses elementos nos extratos de CBD. Limites de deteccédo na ordem
de 1,36 ug L para As, 0,23 ug L' para Cd e 5,15 ug L' para Pb foram obtidos, e
valores satisfatorios de exatiddo e precisdo, (80-120%) e RSD (< 7%),
respectivamente foram alcangados para os analitos investigados. Os extratos de CBD
analisados apresentaram teores de As, Cd e Pb abaixo dos limites maximos
estabelecidos pelas agéncias reguladoras FDA e ANVISA, isto é, 1,5 ug g™ para As,
0,5 ug g para Cd e 0,5 — 1,0 ug g' para Pb. Somente duas amostras apresentaram
teor de As acima do LOQ 0,0009 + 5x10° e 0,0006 + 8x10° ug g™'. O método proposto
se apresentou bastante robusto, com elevada preciséo e exatiddo alcangando os
objetivos propostos.

Palavras-Chave: Extratos de Canabidiol. TMAH. GF AAS. Arsénio. Cadmio. Chumbo.
ICP OES.



ABSTRACT

Cannabis Sativa L. (marijuana) has more than 500 chemical substances, of which
approximately 100 are classified as cannabinoids, according to the National Institute
of Health. Among them are the tetrahydrocannabinol (A°-THC), the cannabinoid most
known and responsible for the psychedelic effects of cannabis, and Cannabidiol
(CBD), another chemical species with a broad spectrum of actions with
pharmacological effects. In spite of the numerous studies reported on the medicinal
potential of CBD and its interaction with THC, there are no studies in the literature, until
this moment, related to elemental inorganic analysis of these extracts commonly used
for therapeutic purposes. However, due to the potential bioaccumulator /
phytoremediate effect of the Cannabis Sativa plant, studies that elucidate the inorganic
chemical composition in these extracts used as medicines and their effects on the
human organism are of extreme importance. In this context, this work has
characterized the inorganic chemical profile of CBD extracts using inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP OES). The samples were previously
digested in acid medium (HNO3 65% v/v and H202 30% m/v) by microwave oven. The
inorganic constituents found in different CBD extracts were: Ni (3.0 ug g), Zn (1.5-
125 ugg’), Cu(0.3-1.7ugg"), Mn (0.5-10.0ugg"),Cr(3.0-50ugg"),B, 0 -
23.0 yg g') and Ba (0.3-0.7 pg g™), all below the maximum limits established by the
FDA and ANVISA. The purpose of this work was the development and optimization of
analytical methodologies for the determination of Pb, As and Cd using atomic
absorption spectrometry with electrothermal atomization by graphite furnace, GF AAS.
The tetramethylammonium hydroxide reagent (TMAH) was used to obtain a
representative suspension of the extracts of CBD that were compatible with the GF
AAS technique. Variables related to sample preparation and instrumental parameters
were optimized in order to obtain reaction and analysis conditions suitable for the
quantification of these elements in CBD extracts. Detection limits in the order of 1.36
ug L' for As, 0.23 pg L' for Cd and 5.15 ug L' for Pb were obtained, and satisfactory
values of accuracy and precision (80-120 %) and RSD (<7%), respectively, were
achieved for the investigated analytes. The extracts of CBD analyzed presented As,
Cd and Pb levels below the maximum limits established by the regulatory agencies
FDA and ANVISA, that is, 1.5 ug g™ for As, 0.5 ug g for Cd and 0, 5 - 1.0 ug g™ for
Pb. Only two samples had As content above LOQ 0.0009 + 5x10-° and 0.0006 + 8x10-
5 ug g'. The proposed method was quite robust, with satisfatory precision and
accuracy, reaching the proposed objectives.

Key Words: Canabidiol Extracts. TMAH. GF AAS. Arsenic. Cadmium. Lead. ICP OES.
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1 INTRODUGAO

A planta Cannabis Sativa € muito conhecida por seu potencial terapéutico, e
também por ser um bioacumulador eficiente de elementos quimicos do solo, podendo
até mesmo ser utilizada para remediagao destes. (ANGELOVA et al., 2004; SMALL,
2016). Tal fato, gera uma preocupagédo em relagédo aos produtos derivados desta
planta que sdo ingeridos pelos seres humanos, seja através da alimentacao, pela
semente, manteigas e 6leos, ou até mesmo pelo seu uso como medicamento, a partir
do extrato de canabidiol (CBD).

A composi¢cdo organica da planta Cannabis Sativa € bem discutida na
literatura, centrando-se principalmente na caracterizacdo e quantificacdo dos
compostos tetrahidrocanabinol (THC), canabidiol (CBD), como também dos demais
canabindides presentes e seus efeitos na saude humana. (BERGAMASCHI et al.,
2011; DE SOUZA CRIPPA et al., 2004; HAZEKAMP et al., 2010; 1ZZO et al., 2009;
JAEGER; BENET; BORNHEIM, 1996; KARNIOL et al., 1974; LORENZETTI;
SOLOWIJ; YUCEL, 2016; MECHOULAM; HANUS, 2002; PISANTI et al., 2017; RONG
etal., 2017; S; MEAD; LL, 2017; ZUARDI et al., 2006). O THC é um dos canabindides
mais conhecidos da planta Cannabis Sativa, sendo considerado a principal substancia
responsavel pelos efeitos psicoativos da planta. Estudos relatam que altos niveis de
THC podem induzir a ansiedade, panico e psicose, especialmente para usuarios
novos.(BURGDORF; KILMER; PACULA, 2011). O CBD é uma das principais
substancias quimicas presente na planta Cannabis Sativa e desde a sua elucidacao
e estruturagédo, muito se tem estudado sobre seus efeitos terapéuticos. (KAPLAN et
al., 2017). Em contrapartida, ha poucos estudos realizados em relagdo a
caracterizagcdo do perfil inorganico desses extratos. (ABDUL et al., 2012; EBOH,;
THOMAS, 2005; KHAN, 2013).

As substancias THC e CBD sao a base do Sativex®, remédio produzido pela
GW Pharmaceuticals® desde 2005, atualmente aprovado em 28 paises como o
Canada, Estados Unidos, Dinamarca, Alemanha, Suécia entre outros. No Brasil o
remédio foi aprovado somente em meados de 2017 com o nome de Mevatyl® também
para o tratamento de espasmos originados pela esclerose multipla, sendo classificado

como tarja preta pela ANVISA e contraindicado para o tratamento de epilepsia por
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conter uma quantidade significativa (aproximadamente 50%) de THC, que pode
agravar as crises epiléticas. (CANCIAN, 2017; O GLOBO, 2017).

No Brasil os produtos a base de canabidiol (ricos em CBD e com baixos teores
de THC) vém sendo utilizados com autorizagédo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) desde 2014, como medicamentos para o tratamento de algumas
patologias como: epilepsia refrataria, Mal de Parkinson, Mal de Alzheimer, entre
outras. Em efeito, a organizagdo mundial da saude (OMS) ja reconhece o potencial
terapéutico do canabidiol para uma vasta gama de doengas como: mal de Alzheimer,
mal de Parkinson, esclerose multipla, ansiedade, depressao, cancer, diabetes,

inflamatadrias entre outras. (ECDD, 2017)

Entretanto, devido ao potencial efeito bioacumulador referentes aos
compostos inorganicos presentes no solo pela planta Cannabis Sativa, faz-se
necessaria a realizagcao de estudos a fim de se melhor entender a composi¢ao quimica
desses produtos utilizados para fins terapéuticos, podendo desta forma caracteriza-
los quanto ao seu carater essencial ou toxicos (Pb, As, Cd) ao organismo humano.
Por ndo serem classificados como medicamentos em seus paises de origem, 0s
extratos a base de CBD, muitas vezes, ndo sao submetidos a analise quimica,
geralmente necessaria no controle de qualidade de qualquer medicamento. E como
se sabe, elementos como Pb, As e Cd, podem causar diversos danos a saude humana
sendo considerados como carcinogénicos pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC).

Eboh e Thomas (2005), Abdul et al. (2012) e Khan et al. (2013) propuseram a
utilizacdo da espectrometria de absorcdo atébmica por chama (F AAS) para
quantificacdo de elementos quimicos (As, Cd, Cr, Fe, Ni, Pb, Hg, Mn, Zn, Cu, Fe, Na,
Ca, Mg, K e P) presentes na Cannabis Sativa. Contudo a técnica utilizada apresenta
uma sensibilidade moderada, em nivel de detecgdo da ordem de mg L-'. (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2006). Observa-se que para atender os limites maximos
preconizados para elementos inorganicos por agéncias reguladoras, € preciso 0 uso
empregar técnicas que apresentam melhores niveis de sensibilidade, alcangando

detectabilidade em nivel de ug L.

Nesse contexto, esse trabalho apresenta como propdsito a caracterizagao

inorganica de extratos a base de CBD, por meio do desenvolvimento de um método
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analitico para quantificacao de Pb, As e Cd empregando a técnica de espectrometria
de absorg¢ao atdbmica por forno de grafite, GF AAS. Nesse estudo, foi empregado o
reagente hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) a fim de se obter uma suspensé&o das
amostras de estudo compativeis com a técnica GF AAS. Para o desenvolvimento do
método analitico, variaveis referentes ao preparo de amostras, bem como parametros
instrumentais foram estudados a fim de se obter condicdes reacionais e de analise
adequadas a quantificagdo dos elementos inorganicos nos extratos de CBD. Nesse
trabalho, as amostras de extratos de CBD também foram analisadas empregando a
técnica de espectrometria de emissao optica por plasma indutivamente acoplado, ICP
OES possibilitando a caracterizagdo inorganica das amostras de uma forma mais
completa, devido a caracteristica multielementar dessa técnica. Sendo assim, foi

possivel tracar o perfil quimico inorganico dos extratos de CBD.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS HISTORICOS

A Cannabis Sativa L., conhecida popularmente como maconha ou canhamo,
pertence a familia Canabaceae. E uma planta herbacea de clima quente e Umido,
originaria da india. A planta apresenta talos com flores femininas e masculinas e pode
atingir até 5 metros de altura dependendo da espécie. As espécies mais conhecidas
sdo a Cannabis Sativa Sativa e a Cannabis Sativa Indica, que se distinguem
principalmente pelo modo de crescimento, caracteristicas morfolégicas e quantidade
de principios ativos. (FARAG; KAYSER, 2016). A Cannabis Sativa € uma planta de
ciclo anual, cuja espécie masculina difere da feminina por apresentar ramos mais
finos, folhnas em menor quantidade e mais longamente lanceoladas (o aspecto lembra
o de uma lancga; a folha € mais longa que larga e estreita-se em direcdo ao apice),
conforme apresentado na Figura 1. Nas plantas fémeas encontra-se a maior
porcentagem de compostos psicoativos (entre 10 a 20%). A concentragdo desses
compostos esta ligada a fatores genéticos e ambientais, porém, outras condigdes
podem causar variagées no conteudo psicotropico da planta. (MATOS et al., 2017;
SMALL, 2016).

FIGURA 1 - PLANTAS FLORIDAS DE C. SATIVA - MACHO A ESQUERDA E FEMEA A DIREITA.

FONTE: Ernest Small (2016)

Esta planta é conhecida pelo homem ha milénios. Sua utilizacdo passou por

diferentes areas na civilizagcéo, sendo empregada desde a producao de papel, fibras
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e cordas, até para fins medicinais e recreativos (SINGH; MAMANIA; SHINDE, 2018;
SMALL, 2016; ZERIHUN et al., 2015).

Os primeiros registros sobre o uso da Cannabis Sativa para fins medicinais
sdo atribuidos ao imperador Chinés Chen Nung, que prescrevia o cha da planta para
o tratamento de reumatismo, malaria, constipagcao e outras doencgas, ha mais de 5000
anos. (LEGHISSA; HILDENBRAND; SCHUG, 2018).

Até o ano de 2017, mais de 500 substancias quimicas foram encontradas na
Cannabis Sativa, das quais 100 foram classificadas como canabindides. (LEGHISSA;
HILDENBRAND; SCHUG, 2018). O termo canabindide é genericamente utilizado para
descrever substancias que ativam os receptores de mesmo nome presentes nos
sistemas nervoso e imunoldgico dos animais e seres humanos. (MNISTERIO DA
SAUDE, 2015).

Dentre as substancias classificadas como canabindides, o tetrahidrocanabinol
(THC) € o mais conhecido e o principal responsavel pelos efeitos psicodélicos da
planta. Ja o Canabidiol (CBD) é considerado um canabindide antipsicodélico bastante
estudado por apresentar um grande espectro de agdes com efeitos farmacolégicos.
(CORDEIRO PEDRAZZI et al., 2014; 1ZZ0O et al., 2009; LEGHISSA; HILDENBRAND;
SCHUG, 2018; SINGH; MAMANIA; SHINDE, 2018; ZUARDI, 2008).

O CBD foi isolado pela primeira vez a partir da Marijuana mexicana por Roger
Adams e através da Charas indiana (uma espécie de extrato da Cannabis Sativa
produzido manualmente na india por meio das folhas da planta) por Alexander Todd
(BURSTEIN, 2015). Surpreendentemente, por quase 25 anos nenhum novo trabalho
foi relatado, e somente em 1963 o Departamento de Quimica Medicinal e Produtos
Naturais, da Faculdade de Medicina da Universidade Hebraica de Jerusalém, isolou
novamente o CBD e estabeleceu sua estrutura e estereoquimica relativa, na maior
parte, com base em medi¢des por ressonancia magnética nuclear (RMN). Alguns anos
mais tarde, a sua estereoquimica absoluta foi determinada pela conversdao de CBD
em acido carboxilico de metano e sua estrutura cristalina (FIGURA 2) foi determinada
por Jones et al. (1977). (MECHOULAM; GAONI, 1965).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA CRISTALINA DO CANABIDIOL (CBD).

FONTE: Mechoulam e Hanus (2002)

Apos a elucidacao de sua estrutura quimica, em 1963, os estudos iniciais do
CBD demonstraram que ele nao apresentava os efeitos psicéticos associados a
maconha. (MECHOULAM; HANUS, 2002) Na década de 70, o niimero de publicacdes
sobre o CBD atingiu o apice, com investigagbes centrando-se principalmente na sua
interacao com o THC e também nos seus efeitos antiepiléptico e sedativo. Entretanto,
as duas décadas seguintes apresentaram um menor nivel de interesse pelo CBD e
suas propriedades terapéuticas, devido a falta de resultados consistentes em relagéao
as suas agoes farmacolégicas. Em contrapartida, atualmente um notavel aumento de
publicagdes cientificas a respeito desse canabinoide, estimulado principalmente pela
descoberta dos seus efeitos anti-inflamatério, anti-oxidativo e neuroprotetor vem
sendo observado por meio de inumeros estudos cientificos reportados na literatura.
Esses estudos tém sugerido uma vasta gama de possiveis efeitos terapéuticos do
canabidiol em varias doengas como: Mal de Parkinson, Mal de Alzheimer, isquemia
cerebral, diabetes, nauseas, cancer, artrite reumatoide, entre outras doencgas
inflamatodrias. (KAPLAN et al., 2017; MECHOULAM,; HANUS, 2002; PELZ et al., 2017;
UPADHYA et al., 2018; ZHOU et al., 2018; ZUARDI, 2006).

2.2 PLANTA CANNABIS SATIVA: UM POTENCIAL BIOACUMULADOR

Sabe-se que as plantas possuem a capacidade de absorver elementos do
solo, e dos particulados presentes na atmosfera que se depositam sobre a superficie
de suas folhas (NDIOKWERE, 1984). A absor¢do de elementos potencialmente
toxicos pelas espécies vegetais gera grande interesse devido aos danos que esses
elementos podem causar na planta e também por sua inser¢éo na cadeia alimentar,
influenciando diretamente na satide do homem e dos animais (ZEINER; JURANOVIC
CINDRIC, 2017).

A absorgcédo dos metais pelas plantas, se da principalmente a partir de suas

raizes, na rizosfera. As raizes possuem como produto de sua excrecao uma variedade
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de acidos organicos com baixo peso molecular, e algum deles sao capazes de formar
complexos soluveis e quelatos com ions metalicos, modificando assim, a agéo e a
mobilidade dos metais, que séo facilmente transferidos paras as plantas. (MACHADO,
2001; ZEINER; JURANOVIC CINDRIC, 2017).

A planta Cannabis Sativa € conhecida como um bioacumulador eficiente de
elementos quimicos do solo (ANGELOVA et al., 2004; SMALL, 2016), sendo muitas
vezes empregada para fitorremediagéo destes. Em 2002, Loeser et al. registrou o
acumulo de zinco, cadmio e niquel em Cannabis Sativa cultivada para a remedi¢cao
de solos contaminados. Para a determinagao desses elementos, as plantas foram
cortadas, secas e trituradas, e posteriormente as partes foram digeridas em meio
acido (contendo HNOs3, H202 e HF) assistidas por radiagdo micro-ondas. As analises
foram realizadas por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS). Os teores de Zn, Cd e Ni encontrados nas plantas cultivadas em solos
contaminados foram cerca de 40 vezes maiores em relacdo aos teores encontrados
nas plantas cultivadas no solo de referéncia (sem contaminacéo). Nesse estudo, a
planta Cannabis Sativa foi considerada a menos adequada na remediagao de solo,
quando comparada com outras culturas, pois, a depender do elemento quimico, bem
como do pH do solo, a planta tem o seu crescimento inibido, mas ainda assim, a planta
apresenta um efeito bioacumulador, sendo significativa para o processo de

remediacao do solo.

Ja Piotrowska-Cyplik e Czarnecki (2003) observaram que a utilizagdo da
biomassa de Cannabis Sativa acarretou em uma reducédo de 20 vezes do teor de
zinco, 30 vezes do teor de cobre e 10 vezes do teor de niquel do lodo de esgoto e
solo analisados em comparagdo aos teores presentes antes da realizagdo do
experimento. Esse estudo ainda relata a absor¢cdo dos elementos quimicos em
diferentes partes da planta, sendo os maiores teores encontrados na raiz, seguida
pelas folhas e em menor quantidade no caule. No método empregado as amostras
foram digeridas em meio acido contendo HNOs; e HCIO4 e analisadas por

espectrometria de absorcao atdmica em chama (F AAS).

Em 2004, Angelova et al. observou a bioacumulagdo de chumbo, cobre, zinco
e cadmio em plantas Cannabis Sativa cultivadas em solos contaminados. Os teores
de metais foram analisados em diferentes partes da planta. As amostras foram

preparadas por decomposi¢do por via seca e analisadas por ICP OES. Sendo os
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maiores teores encontrados nas raizes, decrescendo até as sementes, dependendo
da essencialidade do elemento (em relagdo a sua fungéo no crescimento como nas
funcdes vitais da planta). Os teores encontrados nas plantas, posteriormente a
remediacao do solo, foram de no minimo 40% para o Cu e no maximo 70% para o Pb.
Um fato importante desse estudo refere-se que a maconha foi considerada uma
cultura com crescimento adequado para regides poluidas industrialmente, possuindo
a capacidade de remover quantidades consideraveis de elementos potencialmente

toxicos do solo através de seu sistema radicular.

Levando-se em consideracdo toda a problematica reportada com base nas
informacdes da literatura, verifica-se a real necessidade de se caracterizar o perfil
quimico inorganico dos extratos de CBD obtidos da planta Cannabis Sativa, que
apresenta um notavel perfil fitorremediador do solo. E, apesar dessa caracteristica de
resisténcia aos elementos quimicos em geral dessa planta, muito pouco é discutido
na literatura no que se refere a quantificagdo dos elementos inorganicos tanto na
planta como em seus produtos derivados. Alguns dos poucos trabalhos relatados sao
de Eboh e Thomas, Abdul et al. e Khan et al. que avaliaram a composigao inorganica

da planta em diferentes paises.

Eboh e Thomas (2005), determinaram os teores de As, Cd, Cr, Fe, Ni, Pb, Hg
e Mn em folhas e sementes de Cannabis Sativa cultivadas no sul da Nigéria. As
amostras foram digeridas em acido e analisadas por F AAS. Somente para Mn o teor
encontrado foi maior nas sementes, 102,5 + 0,32 ug g!, em comparagéo a 28,0 + 0,2
ug g' presente nas folhas. Para os demais elementos, os teores encontrados nas
folhas foram maiores que os encontrados nas sementes. Dessa maneira, as folhas
foram consideradas mais prejudiciais para a saude humana, que as sementes. Dentre
os elementos determinados, somente o Ni (10,40 + 0,03 ug g nas folhas e 6,80 +
0,02 ug g nas sementes) excedeu o limite maximo preconizado pela organizagédo

mundial da satude (OMS) em 0,2 ug g em relagdo a massa seca.

Em 2012, Abdul et al. analisaram os teores dos elementos quimicos;
micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn e Pb) e macronutrientes (Na, Ca, Mg, K e P) em oito
plantas herbaceas, incluindo a Cannabis Sativa, cultivada no Paquistao, em solos nao
poluidos. As amostras de plantas foram digeridas em meio acido contendo HNO3s e

HCIO4, assistida por radiagcédo micro-ondas. As analises foram realizadas por F AAS.
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Os teores determinados de Zn (2,25 + 0,01 mg L"), Cu (26,6 + 0,01 mg L"), Fe (135,20
+ 0,12 mg L") e Mn (40,30 + 0,05 mg L") foram comparados a outros trabalhos da
literatura, visto que a OMS nao havia estabelecido valores limites para esses
elementos quimicos em alimentos e produtos agricolas quando o trabalho foi
elaborado. Tais teores estavam de acordo com os valores determinados pelos
trabalhos os quais foram contrastados. Para Pb (0,30 + 0,01 mg L") o teor encontrado
estava abaixo do preconizado pela OMS, sendo as plantas estudadas classificadas

como nao prejudiciais a saude humana pelos autores.

Khan et al. (2013), estudou os teores de alguns elementos inorganicos (Pb,
Ni, Cd e Cr) em oito amostras de plantas medicinais , incluindo Cannabis Sativa
cultivadas em diferentes solos. As amostras (folhas das plantas) foram secas e
adiante foram digeridas em meio acido contendo HNO3 e HCIO4, por chapa de
aquecimento, e posteriormente analisadas por F AAS. Os teores encontrados para os
diferentes metais foram: Pb (6,093 e 6,663 mg Kg'), Ni (3,263 e 3,561 mg Kg'), Cd
(0,033 e 0,066 mg Kg') e Cr (4,651 e 4,176 mg Kg'). O Cr, foi o Unico elemento com

teor um pouco elevado podendo ser toxico aos seres humanos.

Apesar de serem poucos, ha relatos sobre estudos visando a caracterizagao
inorgénica da planta Cannabis Sativa, como discutido acima. Em contrapartida, ndo
ha estudos em relagdo a composigao quimica inorganica dos produtos derivados da
planta como os extratos de CBD, matriz de estudo desse trabalho, ressaltando a
relevancia em promover um conhecimento quimico dos produtos (medicamentos) a
base de CBD, empregando para tal propdsito, estratégias em quimica analitica que
possibilite o0 conhecimento quimico dessa matriz, bem como o0 monitoramento de As,

Cd e Pb nesses produtos (medicamentos). .

2.3 As, Cd E Pb E SEUS EFEITOS TOXICOS AOS SERES VIVOS

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas como remédios caseiros
para uma enorme variedade de doengas. Como medicamentos n&o sintéticos, sdo em
geral, considerados seguros para a saude humana. Entretanto, devido a absorgao de
elementos quimicos do solo por meio de suas raizes, ou ainda dos elementos
presentes no ar atmosférico (via deposigdo umida ou seca) ou por contaminagao
durante a extragdo dos principios ativos das plantas (processo de fabricagcdo), o

produto final (medicamento) pode conter quantidades elevadas de elementos
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quimicos inorganicos, tanto os considerados essenciais, como também os toxicos aos
seres humanos. (ZEINER; JURANOVIC CINDRIC, 2017).

Elementos como, Pb, As e Cd sdo considerados toxicos ao meio ambiente.
Sendo classificados pela Food and Drug Administration (FDA) como classe 1, o que
significa que ndo sdo necessarios na composicdo quimica dos medicamentos
produzidos nas industrias farmacéuticas, pois ndo possuem nenhum beneficio a
saude humana. Desta forma, tanto a ANVISA como a FDA regulamentam os valores
maximos desses elementos e outros elementos quimicos que podem estar presentes

nos remédios e alimentos, como pode ser observado na Tabela 1.

TABELA 1 - LIMITES MAXIMOS PARA ALGUNS ELEMENTOS QU"\_/IICOS INORGANICOS
ESTABELECIDOS PELA ANVISA (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 5% EDICAO, 2010) E FDA (Q3D
ELEMENTAL IMPURITIES, 2015) PARA MEDICAMENTOS ADMINISTRADOS POR VIA ORAL.

Elementos FDA ANVISA
(Mg g™ (Mg g7)
Pb 0,5 1,0
As 1,5 1,5
Cd 0,5 0,5
Ni 20 25
Zn - -
Se 15 -
Sb 120 -
Cu - 250
Mn - 250
Cr 1100 25
B - -
Ba 140 -

Os valores apresentados nesta tabela referente a FDA representam concentragées permitidas em
microgramas por grama de impurezas elementares em medicamentos com doses diarias nao
superiores a 10 gramas por dia.

Os elementos As, Cd e Pb sao amplamente conhecidos por suas aplicagdes
industriais, no entanto, as investigagbes sobre seu papel nos sistemas biologicos e
ambientais s6 comecaram a ser melhor elucidadas no final do século XX. (ADRIANO,
2001). Isso se deve, em parte, ao desenvolvimento de métodos analiticos que vem
possibilitando estudos dos elementos quimicos em nivel ultra-tragos (ng kg-'), como
também, de estudos relacionados aos efeitos sinérgicos desses elementos, mesmo

estando em baixas concentragdes, nos sistemas bioldgicos. Além do que, o crescente
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interesse pelos processos quimicos ambientais, bem como o conhecimento quimico
acerca da composicado das plantas seja por questdes nutricionais, medicinais e/ou
ambientais, tem alavancado muitos estudos cientificos relacionados aos elementos
inorganicos. (GOYER, 1997).

Sabe-se que o aumento da atividade industrial, em todos os setores
comerciais, leva a uma maior disseminacao de elementos potencialmente toxicos no
ambiente, devido principalmente ao descarte incorreto dos produtos ou rejeitos que
possuem esses elementos em suas formulagbes, de modo que uma parcela
significativa da populagéo esta regularmente exposta aos contaminantes inorganicos.
(BARTHWAL; NAIR; KAKKAR, 2008).

O As é um metaldide que ocorre em diferentes formas inorganicas e
organicas, que sao encontradas no ambiente de forma natural ou devido a atividade
antropogénica. As principais aplicagbes deste elemento incluem a produgédo de
semicondutores, pigmentos, fabricacdo de vidro e pesticidas. (DUKER; CARRANZA;
HALE, 2005).

A mineralizagdo natural e a atividade de micro-organismos potencializa a
mobilizagado de arsénio no meio ambiente, mas a atividade humana tem exacerbado
a contaminacao desse metaldide no ambiente. Exemplos de atividades humanas que
afetam negativamente o meio ambiente sdo: mineragc&do, uso indiscriminado de
fertilizantes, pesticidas, herbicidas, fabricacdo e derrame de produtos quimicos.
(DUKER; CARRANZA; HALE, 2005; MANDAL, B. K.; SUZUKI, 2002).

O As é um elemento cumulativo em tecidos vivos, ou seja, uma vez ingerido
por qualquer organismo, quando eliminado, o processo ocorre muito lentamente. O
teor de arsénio em uma planta depende quase que exclusivamente da quantidade
deste elemento a que esta exposta. (MANDAL, B. K.; SUZUKI, 2002).

As formas inorgéanicas do As sao consideradas mais toxicas em comparagao
com as suas respectivas formas organicas. O arsénio inorganico foi classificado pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2004), no grupo 1, isto &,
considerado carcinogénico para os seres humanos. A caracteristica carcinogénica
relacionada ao As, se deve ao fato de que esse elemento pode tanto induzir como
potencializar o aparecimento do cancer de pele primario, bem como o surgimento de

cancer de pulmao e bexiga urinaria. (EFSA, 2009).
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O As é transportado pelo sangue para diferentes érgaos do corpo e causa
uma variedade de efeitos adversos para a saude humana apds exposi¢cdes agudas
e/ou crénicas, como alteragdes dérmicas (pigmentagao, hiperceratoses e ulceragao),
respiratorias, pulmonares, cardiovasculares, gastrointestinais, hematoldgicas,
hepaticas, renais, neuroldégicas, de desenvolvimento, reprodutivas, imunoldgicas,
efeitos genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos (DUKER; CARRANZA; HALE,
2005; MANDAL, B. K.; SUZUKI, 2002).

Esse elemento quimico é considerado toxico para as plantas e esta
relacionado a restricbes em seu crescimento. (CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2006).
Miteva e Merakchiyska (2002) e Stoeva e Bineva (2003), relataram em seus estudos
que somente em altas concentragdes (a partir de 50 mg Kg™' no solo) o As causa a
reducdo da fotossintese da planta. Isso ocorre, pois, concentragdes elevadas de
arsénio estao associadas a geracao de espécies reativas de oxigénio, levando a um

estresse oxidativo podendo ocasionar até mesmo a morte das plantas.

O Cd é um metal considerado contaminante ambiental, tanto por ocorréncia
natural quanto por fontes industriais e agricolas. Os alimentos s&o as principais fontes
de exposigcao ao cadmio para a populagéo nao fumante. Sua absorgao apds a ingestao
desse elemento em humanos é relativamente baixa (3-5%), porém, o Cd é
eficientemente retido no rim e no figado apresentando uma meia-vida biologica muito
longa, variando de 10 a 30 anos. Apresenta elevada toxicidade ao rim, onde se
acumula com o passar do tempo, podendo causar disfungao renal. O Cd também pode
causar desmineralizagdo Ossea, seja por dano Osseo de forma direta, seja

indiretamente como resultado da disfuncao renal. (EFSA, 2009)

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC, 1993) classificou o
cadmio como um carcinogéneo humano (Grupo 1) com base em estudos
ocupacionais. Dados mais recentes sobre a exposicdo humana foram estatisticamente

associados ao aumento do risco de cancer de pulmao, endométrio, bexiga e mama.

O Cd é um metal nao essencial que tem uma importancia notavel entre os
metais toxicos devido a sua mobilidade no sistema planta-solo e subsequente
movimento através da cadeia alimentar. (JOSEPH, 2009). A exposigcao das plantas a
concentragbes elevadas de Cd causa alteragbes morfoldgicas, fisiologicas e
bioquimicas. (OLIVEIRA et al., 2001; ANDRADE et al., 2005). Schutzendubel e Polle
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(2002) relatam que um dos efeitos mais comuns da toxicidade do Cd em planta, é a
reducao de seu crescimento, devido a deficiéncia de minerais causada pela ocupagao
em ligagcdes com alguns nutrientes essenciais ao desenvolvimento da planta. O Cd
interfere também no processo fotossintético (PILON-SMITS et al., 2000;
SCHUTZENDUBEL et al., 2001), na respiracdo, na divisdo celular e em outros
importantes processos bioldgicos. Além de provocar alteragcbes nos sistemas
antioxidantes, estimulando o acumulo de peréxido de hidrogénio (H202) e eventual
morte celular. (SCHUTZENDUBEL et al., 2001).

O Pb é encontrado no meio ambiente por ocorréncia natural, como também,
por fontes antropogénicas, sendo a fonte natural consideravelmente menor
(JOHNSON, 1998). O Pb ocorre principalmente na forma inorganica no ambiente. E
um metal que possui propriedades fisicas e quimicas bastante distintas, tornando-se
adequado para uma grande variedade de aplicagdes (CHENG; HU, 2010; GARCIA-
LESTON et al., 2010). O Pb esta presente em muitas atividades industriais, tais como
reparagao de automoveis, fabricagdo e reciclagem de baterias, na construgdo de
edificios, entre outras. Dentre as principais fontes de emissao de Pb ao meio ambiente
estdo a mineracdo, fundicdo e fabricagdo de baterias e dispositivos eletrénicos
(AHAMED:; SIDDIQUI, 2007; JOHNSON, 1998).

A exposi¢gao humana ao Pb se da principalmente por meio da ingestdo de
alimentos e agua, sendo possivel também sua contaminagao pelo ar, poeira e solo.
Dentre os alimentos, os cereais contribuem significativamente na contaminag¢ao do Pb
em individuos adultos, enquanto que em criancas a contaminagdao pode ocorrer
também por meio da exposi¢ao a poeira e solos contaminados. O chumbo é absorvido
em maior propor¢ao nas criangas que nos adultos, se acumula inicialmente nos
tecidos moles e, ao longo do tempo, nos ossos. E excretado, principalmente, através
da urina e das fezes e seus tempos de meia vida no sangue e nos 0ssos € de,

aproximadamente, 30 dias e 10-30 anos, respectivamente. (EFSA, 2009)

Esse metal reage ou se complexa com muitas biomoléculas, afetando
adversamente os sistemas reprodutivo, nervoso, gastrointestinal, imunoldgico, renal,
cardiovascular, esquelético, muscular e hematopoiético, bem como os processos de
desenvolvimento, sendo portanto considerado cancerigeno pela IARC em 1987.
(JOHNSON, 1998).
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O excesso deste metal causa varios sintomas de toxicidade em plantas, por
exemplo: redugao de crescimento, clorose e escurecimento do sistema radicular, inibe
a fotossintese, altera a nutricdo mineral e o balango hidrico, modifica o estado
hormonal e afeta a estrutura e permeabilidade da membrana. A tolerancia ao Pb esta
associada a capacidade das plantas de restringir o metal a parede celular, sintese de
osmdlitos e ativagdo do sistema antioxidante de defesa (ZEINER; JURANOVIC
CINDRIC, 2017). Sharma e Dubey (2005) relataram que o Pb é um potencial poluente
que facilmente se acumula nos solos e sedimentos e que, apesar de nao ser um
elemento essencial para as plantas, € facilmente absorvido e acumulado em

diferentes partes destas.

Ao observar os efeitos do As, Cd e Pb nas plantas e principalmente nos seres
humanos, comprova-se a necessidade de estudo da possivel presenca desses
elementos quimicos em produtos que s&o utilizados como medicamentos para
doencgas tao graves, como as doengas neurais. Por isso, visou-se nesse estudo, o
desenvolvimento de métodos analiticos com boa precisdo, exatiddao e adequada

sensibilidade na quantificacao desses elementos em niveis tracos.

2.4 EXTRATO DE CANABIDIOL COMO MEDICAMENTO NO BRASIL

No Brasil ha grande resisténcia aos medicamentos a base de CBD, e somente
a partir de 2014 a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) permitiu a sua
importacéo, sendo até hoje proibida a sua fabricagdo em solos brasileiros. O Conselho
Federal de Medicina (CFM) por meio da Resolugao CFM N° 2.113/2014 publicou no
Diario Oficial da Unido (D.O.U) a aprovagao quanto o uso compassivo do canabidiol
para o tratamento de epilepsias em criancas e adolescentes que ndo respondem aos
tratamentos convencionais. Apesar de relutar sobre o uso do CBD como
medicamento, vale ressaltar que desde abril de 2014 a ANVISA ja vem liberando
pedidos considerados excepcionais, referente a importacdo de produtos
(medicamentos) a base de Canabidiol para uso pessoal, visando o tratamento de
doencas neurais. Desta forma, no ano de 2015, a ANVISA retirou o Canabidiol da lista
de substancias proibitivas vigentes no Brasil, incluindo-o no rol de substancias

controladas.

Ainda no corrente ano, a ANVISA autorizou também a compra excepcional do

produto (medicamento) ndo sé para pacientes com epilepsia, mas para outras
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patologias clinicas, como dores crénicas em geral (dor que persiste além do periodo
de reparagao do tecido) ou ainda as doengas como: artrite, artrose, fribomialgia e Mal
de Parkinson. (ANVISA, 2015).

Para adquirir todos esses produtos (medicamentos) € necessario atender as
determinagdes da RDC 17/2015. Ou seja, € obrigatério que os produtos a base de
Canabidiol, em associacdao com outros canabinodides, sejam requisitados, em carater
de excepcionalidade, por pessoa fisica, para uso proprio, mediante prescricdo de um

profissional legalmente habilitado para tratamento de saude. (ANVISA, 2015)

No ano de 2016, a ANVISA aprovou uma resolugdgo RDC 66/2016 onde
autoriza a prescricao e importagdo de medicamentos a base de canabidiol (CBD) e
tetrahidrocannabinol (THC) (componentes da Cannabis), sendo permitido sua
utilizacdo somente para pessoa fisica e exclusivamente para uso préprio no
tratamento de saude (fins medicinais). De 2014 até os dias de hoje, a ANVISA recebeu
mais de 1.600 solicitacbes de importacao de produtos (medicamentos) a base de
Canabidiol.

Entretanto, apesar da notoria evolugdo quanto a liberagdo desses produtos
para fins medicinais pela ANVISA, pacientes que precisam dos produtos a base de
CBD ainda enfrentam uma série de dificuldades quanto a sua aquisicdo. Devido a
proibicdo da fabricagcdo de produtos a base de CBD no Brasil, € necessario que os
pacientes importem esses medicamentos, os quais geralmente apresentam um prego
muito elevado para a maioria da populacao brasileira. Pois, além do valor do produto
bruto, que varia de 89 a 329 ddélares (HEMPMEDS, 2018), é necessario pagar a taxa
de importacao e lidar com a burocracia brasileira. Somado a isso, o fato de um frasco
do medicamento a base de CBD nao ser o suficiente para o periodo de 30 dias. O
frasco com maior valor (329 dolares) contém em torno de 3800 mg de CBD, podendo
ser ministradas doses de 2,5 a 25 mg de CBD por cada quilo do paciente por dia (25
mg/Kg/dia). Assim, por exemplo, para uma crianca de 30 kg, que necessita de uma
dose diaria de 5 mg de CBD, seria necessario 4500 mg de CBD por més (valor
superior ao encontrado no frasco, com maior teor de CBD), o que indica a necessidade
de no minimo 2 frascos ao més para suprir as necessidades desse paciente, elevando
os custos de aquisicdo desses produtos. Por esses motivos, a alternativa encontrada
pelas familias brasileiras que necessitam dessas substancias, € o cultivo da planta

Cannabis Sativa em suas residéncias, e a extracdo ‘homemade’ do extrato contendo
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CBD, o que é proibido no Brasil. Entretanto, a obtengao do 6leo extraido da planta,
pode ser facilmente encontrado, por meio de videos e tutoriais disseminados na

internet, os quais as familias brasileiras tomam como base.

Em relagcdo a producdao desses extratos no Brasil, novos avancos tém
ocorrido, como por exemplo, em maio de 2017, a Justica Federal da Paraiba, por meio
de uma liminar, autorizou a Associacao Brasileira de apoio ao Cannabis Esperanca —
ABRACE, em Jodo Pessoa, que mantivesse o cultivo e a manipulagdo da planta
Cannabis para fins exclusivamente medicinais, até que fosse pronunciada uma
resposta definitiva da ANVISA. Desta forma, atualmente, a ABRACE atende em torno
de 600 pacientes com problemas neurologicos em todo o Brasil. No entanto, mesmo
com a fabricagao desses produtos em solos brasileiros, o tratamento ainda acaba

sendo proibitivo para a maioria das familias brasileiras.

2.4.1 Farmacopéia Brasileira

A ocorréncia de elementos quimicos em medicamentos a base de tecido
vegetal pode advir tanto de contaminagbes ambientais (solo, ar, agua ou ar), quanto
pela sua introducdo durante o processo de fabricacdo industrial. O limite para
contaminantes inorganicos em medicamentos é definido por Agéncias Reguladoras e

publicados por meio de compéndios, comumente conhecidos como Farmacopeias.

A farmacopeia brasileira preconiza dois métodos analiticos para a
determinagcdo de metais em medicamentos, conhecidos como: Ensaio Limite por
Formacdo de Particulas Sdlidas de Sulfetos ou a Determinacdo dos Elementos
Quimicos por Espectrometria Atdmica. O ensaio limite consiste na formagao de
particulas sdlidas (precipitados), utilizando nesse caso, sulfeto de hidrogénio (H2S) ou
tioacetamida (C2HsNS) como reagentes para a precipitacdo dos metais. As solugdes
dos medicamentos séo tratadas com os reagentes C2HsNS ou H2S, esses reagentes
quando em contato com os analitos (presentes nos medicamentos) produzem
precipitados coloridos (sulfetos metalicos) os quais sdo comparados visualmente com
uma solucdo de referéncia (sulfeto do elemento que se deseja identificar), de
concentragdo conhecida. Esse método fornece resultados semi-quantitativos
apresentando baixa exatiddo e sensibilidade, com detectabilidade na ordem mg L' a
gL
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Ja o método por espectrometria atdbmica possibilita quantificar com adequada
exatidao o elemento inorganico na amostra, em nivel de detectabilidade na ordem de
mg L' — ng L. Em geral, elementos como As, Cd, Pb e Hg, devido a elevada
toxicidade apresentam limites maximos permitidos pelas agéncias reguladoras
menores que os demais elementos quimicos, o que requer técnicas analiticas cada

vez mais sensiveis, como as técnicas espectrométricas.

A 52 edicéo da farmacopeia brasileira de 2010 permite ainda a utilizagéo de
diferentes métodos analiticos, como ICP OES e ICP- MS, além do preconizado em
seu escopo, para a determinagcdao de elementos potencialmente toxicos em
medicamentos. Para tal, os métodos desenvolvidos devem ser validados de acordo

com o preconizado pela ANVISA.

2.5 ESTRATEGIAS DE PREPARO DE AMOSTRAS

A etapa de preparo de amostra é considerada como uma das mais criticas
dentro de um protocolo analitico. Segundo um estudo publicado em 2003 pela
Analytical Methods Committee, N. 56, o preparo de amostras é a etapa responsavel
pelas maiores fontes de erros em analises quimicas. Esta etapa envolve, desde a
simples diluicdo, até a solubilizagdo total ou parcial das amostras. E possui como
objetivo a disponibilizagdo das espécies de interesse para uma futura determinagao
analitica. (OLIVEIRA, 2003; KRUG; ROCHA, 2016).

Os métodos citados na literatura para a analise de metais em diferentes
amostras possuem vantagens e desvantagens. Assim sendo, alguns fatores devem
ser considerados, como: a técnica analitica empregada, a natureza da amostra, o
analito e seu nivel de concentragdo, o grau de exatidao e precisdo requeridos, a
disponibilidade de equipamentos, materiais e reagentes, e o custo da analise
propriamente dita (LOBO, 2009; OLIVEIRA, 2003).

Os instrumentos analiticos mais utilizados para a quantificacdo dos elementos
quimicos inorganicos sao equipados em sua maioria com sistemas de introducéo de
amostras para solugao liquida (F AAS / GF AAS, ICP OES, ICP-MS). Mesmo que
sistemas de introdu¢do de amostras no estado soélido estejam disponiveis para esses
instrumentos, seu uso € menos recorrente. Assim sendo, se faz necessario a

transformacao da amostra sélida para uma solugdo. Geralmente as solugbes das
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amostras sdo obtidas por meio de estratégias de preparo de amostras,
corriqgueiramente em meio acido, em condi¢des de elevadas temperatura e pressao a
fim de se degradar quase em sua totalidade a matéria organica, liberando para a
solug&o o analito disponivel para ser quantificado. (ZEINER; JURANOVIC CINDRIC,
2017).

Além disso, a remogao da matriz reduz as interferéncias nas medigdes
subsequentes. Assim, a digestao eficaz da amostra é crucial para uma analise exata
e precisa. Acidos comumente oxidantes, tais como: acido nitrico, acido perclérico ou
ainda mistura de acidos sao usados para este propdsito. Estratégias de preparo de
amostras, empregando radiagdo micro-ondas sao muito utilizadas, devido
principalmente a elevada eficiéncia de digestdo associado ao reduzido tempo
despendido na etapa de preparo. Usando misturas de reagentes, o poder oxidativo é
aumentado, garantindo uma digestdo mais rapida e completa. (JURANOVIC CINDRIC
etal., 2012, 2013; ZEINER, BRUMAA, STEFFAN; 2010). Solu¢des contendo péroxido
de hidrogénio (H202) e HNO3 sdo comumente empregadas na digestdo de diversos
tipos de amostras. O perdéxido de hidrogénio € uma fonte de oxigénio capaz de
aumentar o poder oxidante do acido nitrico. Madején et al. (2007), Arceusz et al.
(2010), Maghrabi et al. (2014) e Virgilio et al. (2016) sdo alguns exemplos de estudos
cientificos que utilizaram o HNOs3 juntamente com o H202 na digestao de plantas para

a quantificagdo de seus constituintes inorganicos.

Para amostras de plantas, normalmente, sdo determinados os teores totais
dos elementos, sendo os procedimentos por via umida os mais utilizados para
decomposicao de material vegetal. (NOGUEIRA, 2003). Na literatura cientifica é
possivel encontrar diversos estudos, que optam pela digestdo em sistema fechado,
com aquecimento pela radiagdo micro-ondas devido aos beneficios ja mencionados
neste trabalho. (ARCEUSZ; RADECKA; WESOLOWSKI, 2010; ARPADJAN et al.,
2008; HAJAR; SULAIMAN; SAKINAH, 2014; RAZIC; DOGO; SLAVKOVIC, 2006;
VIRGILIO et al., 2016)

Apesar de convencional e amplamente utilizada em analises de rotina, a
digestdo acida muitas vezes apresenta um procedimento de preparo moroso,
exaustivo e as vezes dispendiosas. Nesse sentido, existe uma busca por
procedimentos de preparo de amostras que envolvam manipulacdo minima da

amostra e menor tempo de preparo, reduzindo também possiveis perdas do analito e
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contaminacdo da amostra. Nesse contexto, a solubilizacdo alcalina da amostra se
mostra bastante eficiente e viavel no preparo de amostras e compativel com as
técnicas de espectrométricas de determinagao. Por exemplo a utilizagdo do reagente
hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) de formula molecular (CHsz)sNOH, é
comercializado na forma de uma solugéo alcalina (pH 13,4-14,7) a 25 % m/v em agua
ou metanol e 10% em m/v em agua. (CAMPOS et al., 2018; NOBREGA et al., 2006;
ORESTE et al., 2013; SOUSA; CAMPOS; ORLANDO, 2015; VAN BEIK et al., 2017).
O reagente é um liquido incolor com um forte odor de amina, completamente soluvel
em agua e estavel a temperatura ambiente, capaz de complexar e estabilizar
elementos volateis (NOBREGA et al., 2006). A eficiéncia na solubilizacdo do analito
esta associada ao tipo de matriz, ao tipo e ao tamanho da particula sodlida, a
concentracdo do solvente, a homogeneizagcao e ao tempo de solubilizagdo. (CAL-
PRIETO, 2002). Os procedimentos de extragcdo empregando TMAH envolvem, em
geral, uma dissolucdo completa ou parcial da amostra. Nessas estratégias,
geralmente é utilizado o aquecimento e/ou agitagdo com ultrassom a depender da
matriz de estudo (NOBREGA et al., 2006).

O TMAH vem sendo utilizado na etapa de preparo de amostras para diferentes
matrizes. Nébrega et al. (2006) apresentaram em sua revisdo sobre preparo de
amostras em meio alcalino, diferentes matrizes que foram estudadas a partir da
solubilizagdo com TMAH. Alguns exemplos de amostras tratadas com TMAH s&o: rim,
figado e pélos de animais (MENDEN; PETERING, 1973), cabelo, folhas, arroz,
farinha, mexilhdo (UCHIDA et al., 1992), como também, diferentes tipos de tecidos
animais (POZEBON; DRESSLER; CURTIUS, 1998), entre outros.

Em 2014, Savio et al. estudaram o preparo de amostras para 6leos vegetais,
utilizando TMAH 15% m/v com aquecimento (90 °C) em banho maria. Elementos
presentes em baixas concentragdes, na ordem de ug g (Cu, Ge, Mn, Mo, Ni, Sb, Sr,
Ti e V) foram determinados em 6leos de oliva, milho, améndoa e girassol por ICP-MS.
Os autores relataram que o carbono derivado da solubilizagédo por TMAH dos 6leos
estudados, poderia se condensar nos cones e lentes do equipamento, gerando
instabilidades no plasma, resultando em perda do poder de deteccdo da técnica,
verificando a necessidade de otimizacdo dos parametros instrumentais. Para
contornar esse problema, utilizou-se a combinacdo de um nebulizador micro

concéntrico e uma camara de nebulizagdo ciclénica defletida (responsavel pela
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selecao do tamanho das gotas, sendo as goticulas maiores e consequentemente mais
pesadas descartadas) operando a temperatura ambiente (22 °C), e resfriada a -5 °C,
e gas oxigénio como gas auxiliar, nas analises. Os demais parametros instrumentais
como fluxo do gas de argdnio, poténcia de radiofrequéncia e fluxo no sistema de
introducado de amostra também foram otimizados. Os limites de detecgao pelo método
proposto (com TMAH) foram melhores em comparagdo ao método convencional
(digestao acido em micro-ondas). Por exemplo, para os elementos Cu e Sb obtiveram-
se limites de detecgdo na ordem de 0,02 ug g' e 0,32 ug g pelo método proposto e
limites de 3,6 ug g' e 20,7 ug g pelo método convencional. Além de apresentar boa
precisao, boa exatidao e ser um método razoavelmente mais rapido, simples e menos

dispendioso.

Ja Oreste et al. (2013) e Aranha et al., 2016, relataram a utilizagdo do TMAH
como reagente no preparo de amostras de carne. Em ambos os trabalhos, as
amostras foram solubilizadas em temperatura ambiente e analisadas por GF AAS. O
uso do TMAH no preparo de suspensdes de diversas amostras € altamente
compativel com a técnica GF AAS, pois esta técnica realiza o tratamento térmico da
amostra no interior do tubo de grafite (atomizador). Contudo, as condigdes
instrumentais devem ser estudadas/otimizadas para cada analito levando-se em
consideragao a amostra/interferentes. Nesses trabalhos, a temperatura de pirélise e
atomizagao foram otimizadas e os métodos desenvolvidos apresentaram boa exatidao
e boa preciséo, além de bons limites de detec¢éo e quantificagdo. Devido a otimizacao
dos parametros instrumentais associado a eficiéncia no preparo de amostras, nao se
observou efeitos de matriz no sinal do analito, podendo ser empregada uma curva
analitica externa ao meio contendo a amostra. No estudo desenvolvido por Aranha et
al. (2016) a curva analitica foi construida em meio de solugdo de HNOs. O que facilita
significativamente as analises quimicas, aumentando a frequéncia analitica do método

e reduzido consumo de amostra.

Ghisi et al. (2011) solubilizaram biodiesel com TMAH para determinacéao de
Cu e Fe presentes nessas amostras em banho maria (90 °C). Para a maioria das
amostras, a maior concentragdo de TMAH avaliada (2,5% m/v) produziu uma
suspensao clara e transparente, indicando uma possivel solubilizagdo completa da
amostra. Para menores valores de concentracdao de TMAH, houve a formacdo de uma

suspensdo de aspecto turvo, indicando possivelmente que as amostras estavam
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parcialmente solubilizadas nesse meio. No entanto, mesmo utilizando a maior
concentracao de TMAH, as solugcbes obtidas para o 6leo de mamona, soja e o
biodiesel obtido a partir de sementes de algodao, ndo foram limpidas, mas ao final
foram suficientemente estaveis e homogéneas, permitindo suas medigbes por GF
AAS. As maiores concentracdes de analitos foram quantificadas nas amostras do
biodiesel obtido a partir do nabo, sendo Fe 4940 + 650 ng g' e Cu 182 + 11 ng g™".
Para algumas amostras, suas concentracbes estavam abaixo dos limites de
quantificacdo. O método desenvolvido apresentou boa exatidao e precisao e pode ser
utilizado para verificar a qualidade de diversos tipos de biodiesel, contribuindo com
informacdes que serdo uteis na prevencado da contaminacdo atmosférica devido a

liberacdo desses contaminantes provenientes da queima do biodiesel.

Como observado, estudos demonstraram que o emprego da solubilizagado
alcalina com TMAH promoveu uma reducado no tempo de preparo de amostras, bem
como propiciou minima manipulagao-supervisao pelo analista nessa etapa do método.
O emprego do TMAH na maior parte dos estudos promoveu a formacdo de uma
solucao/suspensao de amostra estavel em meio aquoso, favorecendo também
estudos de especiacdo quimica devido principalmente por nao alterar o estado de
oxidacdo das espécies quimicas inorganicas, como relatado por (LOPEZ-GARCIA;
BRICENO; HERNANDEZ-CORDOBA, 2011). Além do que, o preparo de amostras em
meio alcalino com TMAH proporcionou satisfatoria precisdo e exatidao, além de bom

desempenho instrumental.

Para a determinagao por GF AAS, o preparo de amostra com TMAH apresenta
ainda como vantagem, maior durabilidade do tubo de grafite, devido ao fato de que o
TMAH nao é agressivo ao tubo, o que geralmente nao € observado em meio acido.
Ribeiro et al. (2000), verificou que o emprego do TMAH proporcionou um aumento no
tempo de vida util do tubo de grafite de 600 para 1000 queimas na determinacao de
Cd em amostras de cabelo. Levando-se em consideracédo que o tempo de vida util de
um tubo de grafite varia em torno de 600 — 700 queimas quando o preparo de amostras

€ realizado em meio acido.

Porém, quando se emprega a solubilizagao alcalina, nesse caso o reagente
TMAH, as condigdes instrumentais de analise precisam ser cuidadosamente

otimizadas, a fim de se garantir que a porgao ndo decomposta da matriz e portanto os
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concomitantes presentes, ndo interfram no sinal do analito, podendo essa
interferéncia ser positiva (produzindo um “aumento” no sinal do analito) ou negativa
(gerando uma “diminuigdo” no sinal do analito) (NOBREGA et al., 2006; SOUSA;
CAMPOS; ORLANDO, 2015). Além de que, o TMAH apresenta algumas
peculiaridades como: forte odor, elevada viscosidade, e a dificuldade de purificacédo
do reagente, fazendo com que se obtenha elevados valores para o branco analitico.
(POZEBON; DRESSLER; CURTIUS, 1998; POZEBON; DRESSLER; KEMIECIKI,
2002). Apesar de ser amplamente empregado na solubilizagao de diferentes tipos de
amostras, o mecanismo de ag¢dao do TMAH na solubilizacdo da matéria
organica/disponibilidade do analito, ainda é desconhecido (NOBREGA et al., 2006)

2.6 TECNICAS ESPECTROMETRICAS

Para atender as exigéncias cada vez mais expressivas em relagcédo a
qualidade e confiabilidade dos resultados analiticos obtidos, avancos tecnoldgicos
quanto ao desenvolvimento na area de instrumentagdo analitica vém sendo
continuamente realizados. Equipamentos de elevada detectabilidade, (ug L' - ng L")
tem permitido obter analises quimicas de elevada sensibilidade, como também analise
de especiagdo quimica em um curto intervalo de tempo, para uma variedade de

amostras, incluindo, nesse caso a de plantas medicinais.

Técnicas analiticas de carater multi-elementar, tais como a espectrometria de
emissao o6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e a espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), geram dados analiticos
confidveis em um tempo relativamente curto de analise (ZEINER; JURANOVIC
CINDRIC, 2017). Além dessas técnicas, outras técnicas espectrométricas, de carater
mono-elementar sao utilizadas para a determinacao quantitativa dos elementos
inorganicos em espécimes de plantas, incluindo a espectrometria de absorcao
atdbmica por chama (F AAS) como também a espectrometria de absorgao atémica por
forno eletrotérmico / grafite (ET AAS / GF AAS) (ABDUL et al., 2012; EBOH; THOMAS,
2005; KHAN, 2013; ZEINER; JURANOVIC CINDRIC, 2017).

Neste trabalho empregaram-se as técnicas de ICP OES e GF AAS. Essas
sdo baseadas na medida da intensidade da radiagcdo eletromagnética emitida ou
absorvida por atomos ou ions no estado gasoso quando expostos a uma fonte de

energia. Cada elemento possui um espectro de absorgao/emissao caracteristico cujas
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transicdes entre os diferentes niveis eletronicos relacionam-se a comprimentos de
onda que sao especificos a cada atomo ou ion, permitindo sua identificacdo por
técnicas espectromeétricas de analise. (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006).

A técnica de ICP OES (do inglés - Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry) é fundamentada na detecgédo da radiagao eletromagnética
emitida por atomos neutros ou ions excitados nas regides do espectro eletromagnético
visivel e ultravioleta, contemplando a faixa de 170 a 800 nm. O principio fundamental
da espectrometria de emissao atdbmica/ibnica consiste na propriedade dos atomos e
ionsemitirem radiagao eletromagnética quando submetidos a determinadas condigdes
de variagdes de energia térmica (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006).

Nesse caso, a ionizagdo dos elementos quimicos ocorre em um plasma de
argdnio, formado dentro da tocha de quartzo que esta localizada logo apds o sistema
de introdugao de amostra, onde a temperatura de analise fica entre 5000 K a 10000

K, como pode ser observado na Figura 3.

FIGURA 3 - ESQUEMA DO SISTEMA DE NNEBULIZAQAO E DA TOCHA ONDE OCORRE A
ATOMIZACAO NO ICP OES.

Argonio para nebulizagao
Tk

Solugdo da amostra

FONTE: Perkin EImer (sem data)

Desta forma, a quantificacdo dos elementos quimicos € possivel devido ao
ambiente quimico/térmico gerado ser altamente favoravel no processo de
atomizagaol/ionizagdo da amostra. Ou seja, € capaz de transferir energia térmica
suficiente para promover a excitagao eletrénica da maioria dos elementos quimicos

presentes na tabela periédica. De um modo geral, a amostra é ingerida na forma
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liquida, em seguida é transformada em um aerossol pelo sistema de nebulizagcdo que
a transporta para o plasma. Os elétrons situados na camada de valéncia do atomo ou
ion, ao retornarem ao estado eletrbnico de menor energia, emitem radiagcdo
eletromagnética, que é entdo medida por um detector, sendo possivel determinar a
concentracao do analito na amostra, tomando-se como base a lei de Lambert-Beer.
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006).

Vale mencionar ainda, que a técnica ICP OES permite realizar uma
quantificacao dos elementos quimicos de forma simultdnea, bem como permite obter
curvas analiticas de calibracao lineares considerando ampla faixa linear de calibracao
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006). Essa técnica apresenta uma detectabilidade na
ordem de mg L' a yg L', a depender do analito. (SILVA; PERKINELMER, [sem data])

Diferentemente da técnica ICP OES, a espectrometria de absorg¢ao atomica
(AAS - do Inglés Afomic Absorption Spectrometry) se baseia fundamentalmente na
medida da absorc¢ao da intensidade de radiagao eletromagnética, proveniente de uma
fonte de radiagao primaria na mesma frequéncia do analito, (ldmpadas do tipo HCL -
Hollow Cathode Lamp ou EDL - Electrodeless Discharge Lamps), por atomos gasosos
no estado fundamental. A técnica utiliza esse fendmeno para a determinagao
quantitativa de elementos (metais, semi-metais e alguns ndo metais) em uma ampla
variedade de amostras como: ambientais, bioldgicas, alimenticias, medicamento,
tecnoldgicos, entre outras. (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2007)

O AAS é uma técnica em sua esséncia monoelementar (apesar dos novos
equipamentos serem capazes de realizar analises sequenciais), desse modo, apenas
um elemento € quantificado por analise. Isso ocorre devido a radiacéo eletromagnética
incidida no vapor atdémico ser especifica para cada elemento. (SKOOG, HOLLER,
NIEMAN, 2006; FERNANDES et al., 2003).

Para formacdo de atomos gasosos no estado fundamental sédo utilizados,
comumente, dois tipos de atomizadores, o de chama e o forno de grafite aquecido de
forma eletrotérmica. O F AAS é a técnica utilizada para analises elementares em
niveis de mg L', enquanto o GF AAS é capaz de determinar concentragdes no nivel
de pg L', podendo atingir niveis menores (ng L*'), a depender das condigdes
instrumentais. (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2007).
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Para a técnica GF AAS a absor¢édo da radiagao eletromagnética se da por
atomos livres no estado gasoso, no intervalo espectral 190 a 900 nm. Para gerar os
atomos livres (processo de atomizagdo) no estado gasoso, esse método emprega
como atomizador um forno de grafite, o qual consiste em um tubo de grafite pirolitico
aquecido eletricamente. O sistema é parcialmente fechado, o qual contribui para o
aumento do tempo de residéncia dos atomos no caminho éptico, tornando a analise
quimica muito sensivel, possuindo uma detectabilidade na ordem de ug L' a ng L™’
(nivel utra-tragos), como pode ser observado na Figura 4. (SKOOG, HOLLER,
NIEMAN, 2006; FERNANDES et al., 2003).

FIGURA 4 - ESQUEMA DO SISTEMA DE ATOMIZAGAO DA TECNICA AAS POR FORNO DE
GRAFITE.

ués de purga

\ e

amostra

caminho dtico —*

dguade
resfriamento

FONTE: Shimadzu (sem data)

A analise por GF AAS é feita a partir de um programa de aquecimento como
observado na Figura 3. Um pequeno volume da solugao de referéncia ou da amostra
(geralmente 10 a 20 pl) é introduzido no interior de um tubo de grafite, que é, entéo,
aquecido, de tal forma que o solvente da amostra seja evaporado (etapa de secagem).
Em seguida o tubo é aquecido em temperaturas altas (400 a 1000 °C) o suficiente
para eliminagdo dos concomitantes da matriz, sem que haja a volatilizagado do analito
(etapa de pirdlise), a etapa posterior € onde ocorre a atomizagdo do analito, com
temperaturas adequada (1300 a 2400 °C) para sua quantificacdao (etapa de

atomizacgao).
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FIGURA 5 - REPRESENTAGAO DAS ETAPAS DO PROGRAMA DE AQUECIMENTO DA TECNICA
DE GF AAS.
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FONTE: Perkin EImer (2009)

Durante a atomizagado (1 a 5 s) a nuvem atdbmica, produzida pelos atomos
gasosos do analito, no interior do tubo absorve uma certa quantidade da radiagao
eletromagnética que esta sendo incidida pela lampada de catodo oco,
simultaneamente um sinal transiente, cuja area € proporcional a concentragcdo do
analito na amostra, € produzido. Finalmente, no estagio de limpeza, eleva-se a
temperatura para que sejam eliminadas substancias de dificil vaporizagdo que nao
foram eliminadas nas etapas anteriores. (WELZ; SPERLING, 1999).

Para a eliminacao de interferéncias espectrais, 0 GF AAS utiliza corretores de
fundo, sendo os mais utilizados, a lampada de deutério e o corretor por efeito Zeeman.
A lampada de deutério possibilita a corre¢ao de fundo na regido de 190 a 360 nm. Ja
as interferéncias nao espectrais, que podem ocorrer provenientes ao efeito de
memoria; perdas do analito seja por volatilidade e/ou associagdes desses com a
matriz, podem ser corrigidas ou atenuadas, a depender do caso, pela utilizagdo de
fornos transversais, modificadores quimicos, fornos de grafite equipados com
plataforma de L'vov, como também pelo aumento na taxa de aquecimento do tubo de
grafite durante a etapa de atomizagéo. Sendo que a jungao de todas essas estratégias
analiticas conhecida como STPF — do inglés Stabilized Temperature Platform
Furnace. (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2007).

2.6.1 Modificadores Quimicos em GF AAS

Os modificadores quimicos tém grande influéncia nas analises realizadas por
espectrometria de absorgdo atbmica em forno de grafite. S&o compostos que séo

introduzidos no tubo de grafite juntamente com a amostra e reduzem
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significativamente os efeitos de matriz (TSALEV, 1992). O modificador quimico
converte o analito em uma forma menos volatil, permitindo maiores temperaturas de
pirdlise (etapa na qual ocorre a eliminagdo da matriz sem vaporizar o elemento a ser
analisado), separando o analito dos concomitantes (LEITE, 2010; MORENO et al.,
2001).

Os modificadores podem ser introduzidos dentro do tubo de grafite antes de
cada ciclo de leitura (modificadores convencionais) ou podem ser depositados
termicamente formando uma camada na parede do tubo ou plataforma de grafite
(modificadores permanentes), ndo sendo necessaria a sua adi¢gdo a cada ciclo de
aquecimento (BORGES et al., 2014).

As principais substancias utilizadas como modificadores quimicos
convencionais sdo: Cu(NOs)2, Ni(NOs)2, Pd(NOs3)2, Mg(NOs)2, acido citrico, entre
outros. Dentre os modificadores convencionais, a mistura Pd(NO3)2 + Mg(NO3)z2 ficou
conhecida como “modificador universal” (WELZ; SCHLEMMER; MUDAKAVI, 1992)
devido ao fato de apresentar um bom desempenho para a grande maioria dos
elementos quimicos quantificados por GF AAS (BORGES et al., 2014; GIACOMELLI
et al., 2002).

Nas determinagdes por GF AAS com utilizagdo do TMAH como reagente na
etapa de preparo de amostras, objeto de estudo do presente trabalho, deve-se ter
precaucdo na selegcdo do modificador para que este seja compativel com o meio
alcalino (NOBREGA et al., 2006). Segundo Ribeiro et al.,2000, o uso de uma solugéo
acida de Pd pode resultar na formacao de precipitado, exigindo programas especificos
para o GF AAS.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil quimico inorganico de extratos de Canabidiol (CBD)
obtidos a partir da planta Cannabis Sativa por ICP OES e estabelecer um método
analitico para a determinacao de As, Cd e Pb por GF AAS

3.2 Objetivos especificos

- Determinar o teor total dos elementos inorganicos que compdem a matriz (extrato de

CBD) através de analises das amostras por ICP OES;

- Avaliar diferentes estratégias de preparo de amostras na determinagéo de elementos

quimicos inorganicos nos extratos de CBD, por ICP OES;

- Avaliar o preparo de amostras em meio alcalino, empregando o reagente TMAH;

- Desenvolver um método analitico para a determinagao do teor total dos elementos
inorganicos — Pb, As e Cd por GF AAS;

- Avaliar as figuras de mérito do método desenvolvido: seletividade, linearidade,

exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacao, repetitividade ereprodutibilidade.

- Aplicar a metodologia desenvolvida para analisar diferentes amostras de extrato de

canabidiol, obtidas por meio de variados métodos de extracéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais utilizados (balées volumétricos, béqueres, pipetas, frascos de
plastico, etc.) foram descontaminados antes de sua utilizagdo. Para isso, foram
deixados em banho de HNOs 10% (v/v) por 24 horas, no minimo, e, em seguida,
enxaguados com agua ultrapura, pelo sistema Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, USA),

ao menos 3 vezes.

Utilizou-se instrumentos de precisdo como a balanga analitica Bel, modelo
M124Ai, com 4 digitos apos a virgula e pipetas LABMATE Pro LMP 100, 1000 e 10000.

Todas as amostras foram adquiridas por doagdes voluntarias de pessoas que
realizam o tratamento com os extratos de CBD no Brasil. . As amostras de
medicamentos a base de CBD foram estudadas sob alguns aspectos: (1)
estabelecimento de uma estratégia de preparo das amostras para a determinagéo do
teor total do(s) analito(s) por ICP OES, a fim de se obter uma varredura do perfil
quimico inorganico das diferentes amostras de canabidiol que se tem disponivel; (2)
desenvolvimento de um método analitico para a quantificacdo de Pb, As e Cd nessas

amostras por GF AAS.

FLUXOGRAMA 1. PREPARO DE AMOSTRA UTILIZADO PARA CADA VERTENTE
ESPECTOMETRICA UTILIZADA.

Preparo de

Amostras

Digestéo Solubilizagéo
Acida Alcalina

Chapa de Banho de Forno Planejamento
Aquecimento Ultrassom Microondas Fatorial
J J
| } ] |
Analise Analise
ICP OES GF AAS
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4.1 SOLUCOES E REAGENTES

Solugdes Padrdo Analitica de 1000 mg L' em HNO3 1% v/v, (Carlo Erba
Analyticals) de cada analito (Pb, As, Cd, Se, Sb, V, Mn, Ba, Ni, Al, Zn, Fe, Cr, Co, Cu,
Ag e B) foram empregadas no preparo das solugdes padrao para a construgao das

curvas analiticas de calibracéo.

Para as digestdes acidas utilizou-se HNO3 65% v/v (Carlo Erba Analyticals,
grau P.A) e H202 30% m/v (Vetec de grau P. A). Todo acido utilizado neste trabalho
foi ultra purificado por destilagdo pelo destilador de acido, modelo: Distillacid, marca
Berghof Products®, com temperatura de operagao de 10°C - 20°C abaixo do ponto de

ebulicdo do acido utilizado (sistema subboiling).

Para as solubilizagdes alcalinas utilizou-se o reagente TMAH 25% m/v em
agua (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Solu¢dées de TMAH 0,1% m/v foram preparadas
pela adigdo de 4,98 mL de agua ultrapura a 20 yL da solu¢do de TMAH 25% m/v.

4.2 DIGESTAO ACIDA

A fim de se avaliar qual das digestdes empregadas era a mais eficiente e
menos morosa para se obter um preparo de amostras com alta eficiéncia de extragao

do analito aliado a uma elevada frequéncia analitica, alguns estudos foram realizados.

Com relagao a etapa de tratamento de amostras para a determinacao do teor
total dos elementos inorganicos, diferentes estratégias de preparo de amostras foram
investigadas a fim de se promover a total decomposi¢cao das amostras contendo CBD
em meio acido utilizando os seguintes equipamentos: 1) Chapa de aquecimento,
modelo 114, Ethiktechnology, a 70°C, e 2) Banho ultrassénico, modelo USC 1450,

Unique, sem aquecimento e 3) Forno micro-ondas, Multiwave série 3000, Anton Paar.

Para a digestdo em chapa de aquecimento e em banho ultrassénico, testou-
se diferentes niveis de concentragao de acido nitrico (HNO3) juntamente com perdxido
de hidrogénio (H202) 30% m/v, afim de se obter um extrato menos acido em relagao
aos que geralmente sao obtidos com o emprego de digestdes com HNO3 65% v/v.
Diferentes tempos de digestdo também foram avaliados nessa etapa. Para esses
experimentos a massa de amostra utilizada foi em torno de 0,1500 g. Nas digestdes
em chapa de aquecimento (TABELA 2), a temperatura foi mantida relativamente

constante a 70 °C, com auxilio de um termémetro e a amostra foi pesada diretamente
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no béquer. Ao final do procedimento de preparo de amostras, todas as solugdes

resultantes foram avolumadas para 10,0 mL com agua ultrapura.

TABELA 2 - DIFERENTES CONDICOES REACIONAIS PARA A DIGESTAO ACIDA DOS EXTRATOS
DE CBD EM CHAPA DE AQUECIMENTO. MASSA DA AMOSTRA - 0,1500 g E TEMPERATURA DE
70°C.

Condicdo  [HNOsJiniciai [HNOs3]*fina Tempoem Volume Tempo de

viv viv repouso H20:2 Aquecimento
com HNOs 30% (min)

(min) m/m

(mL)
1 65% 35% 60 2 40
2 65% 26% 60 4 60
3 10% 2% 30 2 60
4 50% 10% 45 2 60
5 65% 13% 30 2 60

* ApGs o processo de digestéo.

Para o preparo de amostras empregando banho ultrassdnico foram testadas
as mesmas condi¢cdes reacionais, 1 a 5, como indicada na Tabela 2, em relacao a
concentragédo de HNOs e volume de H20:2 utilizados na chapa de aquecimento, com
tempo de exposicao de 30 e 60 minutos. As amostras foram preparadas diretamente

no béquer.

O preparo de amostras em forno micro-ondas também foi avaliado para a
matriz de estudo e, nesse caso, utilizou-se 4,0 mL HNO3s 65% v/v, 2,0 mL de H202
30% m/m e 4,0 mL de agua ultrapura, obtendo-se ao final uma solugédo com acidez de
26% vi/v. A massa de amostra utilizada foi em torno de 0,3000 g. O programa de
aquecimento da digestao acida assistida por radiacédo de micro-ondas foi otimizado a
partir de programas de aquecimento descritos na literatura para matrizes correlatas,
obtendo-se um programa adequado para a completa digestdo das amostras de

estudo, conforme apresentado na Tabela 3.

TABELA 3 - PROGRAMA DE AQUECIMENTO PARA A DIGESTAO ACIDA EM FORNO MICRO-
ONDAS DAS AMOSTRAS DE EXTRATOS DE CANABIDIOL. MASSA DA AMOSTRA - 0,3000 g.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (min) Permanéncia
(min)
1 180 5 15
2 190 5 15

Refrigeracao 25 - 20
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4.3 Espectrometria de emisséo atdmica com plasma indutivamente acoplado — ICP
OES

Para se obter uma varredura dos elementos quimicos inorganicos presentes
nas amostras utilizou-se o ICP OES dual view, modelo, OPTIMA 8300; marca, Perkin
Elmer (FIGURA 6), locado no Departamento de Quimica da UTFPR Ecoville. Utilizou-
se o equipamento em configuragdo modo axial para os micro elementos (As, Se, Sb,
V, Mn, Ba, Cd, Ni, Pb, Al, Zn, Fe, Cr, Co, Cu, Ag e B). As condi¢des instrumentais

utilizadas estao descritas na Tabela 4.

FIGURA 6 - ESPECTROMETRO DE EMISSAO OPTICA POR PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO (ICP OES) DUAL VIEW, MODELO OPTIMA 8300; PERKIN ELMER UTILIZADO PARA
VARREDURA DOS ELEMENTOS QUIMICOS INORGANICOS PRESENTES NAS AMOSTRAS DE

EXTRATO DE CBD.

FONTE: Perkin Elmer (sem data)

TABELA 4 - CONDIGOES INSTRUMENTAIS DO ICP OES PARA A DETERMINAGAO DOS
ELEMENTOS QUIMICOS NOS EXTRATOS A BASE DE CBD.

Poténcia de Radiofrequéncia 1300 W
Vazao do gas do Plasma 8,0 L min-
Vazao do gas auxiliar 0,2 L min™'
Vazao do gas no nebulizador 0,55 L min~*
Sistema de Nebulizagao Meinhard / Camara cicl6nica
Replicatas 3
Vazao da bomba peristaltica 1,5 mL min-'
Elementos (A/ nm) B 2496 (I)- Cd228,8()-Cu327,4 (I)-Pb

220,3 (Il) - Mn 257,6 (Il) - Zn 206,2 (1) — As

188,9 (1)~ V 290,8 (II) — Ni 231,6 (II) — Al 396,1

(1) - Fe 238,2 (1) — Co 230,7 (1l) - Ag 328,0 (I)
—Ba (1)233,5 — Cr (Il) 267,7

(I) linha de emissao atdbmica

(1) linha de emisséo ibnica
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4.4 Espectrometria de Absor¢cado Atdbmica com Forno de Grafite - GF AAS

O equipamento GF AAS marca Shimadzu de carater multiusuario, modelo AA
6800F/6800G, equipado com corretor de fundo lampada de Deutério e aquecimento
longitudinal (FIGURA 7), locado no laboratério do Grupo de Quimica Analitica
Ambiental foi utilizado para o desenvolvimento do método de analise quimica para Pb,
As e Cd. As condigbes instrumentais para cada um dos elementos quimicos

estudados estao descritas na Tabela 5.

FIGURA 7 - ESPECTROMETRO DE ABSORGAO ATOMICA POR FORNO DE GRAFITE (GF AAS),
MODELO AA 6800F/6800G; SHIMADZU; UTILIZADO PARA O DESENVOLVIMENTO DE METODOS
ANALITICOS PARA A DETERMINAGCAO DE As, Cd E Pb.

FONTE: PPGQ - UFPR (2017)

TABELA 5 - CONDIGOES INSTRUMENTAIS PARA A DETERMINAGAO DE Pb, As E Cd EM
EXTRATOS DE CBD, POR GF AAS.

CONDIGOES DO EQUIPAMENTO Pb As Cd
Comprimento de onda / nm 283,3 193,7 228,8
Corrente da lampada / mA 20 12 8
Largura de fenda / nm 1,0 1,0 1,0
Corretor de Fundo Lampada de ON ON ON
Deutério
Modo de aquisi¢ao de Sinal Absorbancia Absorbancia Absorbancia
Integrada Integrada Integrada
Modo de Calibragéao Concentragao Concentragao Concentracéo
pg L7 pg L7 pg L7
Replicatas 3 3 3
Tubo de Grafite heated pirolitic heated pirolitic heated pirolitic
Modo de Aquecimento graphite graphite graphite
atomizer — atomizer — atomizer —
longitutinal longitutinal longitutinal

Para otimizagdo do método de analise, utilizou-se HNO3s 1% v/v (ultrapuro)

fortificado com concentragdes conhecidas de cada um dos elementos quimicos
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analisados (20 ug L' de Pb, 15 ug L' de As e 10 ug L' de Cd). Em todas as analises
no GF AAS injetou-se um volume de 20 yL de acido fortificado e 5 pL de modificador

quimico, conforme esquematizado na Tabela 6.

Para avaliar o comportamento térmico do Pb, As e Cd foram construidas
curvas de temperaturas de pirdlise e atomizacdo. O estudo das temperaturas de
pirdlise e atomizagao em espectrometria de absor¢ao atdmica com atomizagdo em
forno de grafite (GF AAS) é feito, geralmente de forma univariada. Em um primeiro
momento fixa-se a temperatura de atomizagao e varia-se somente a temperatura de
pirdlise. Depois de encontrar a melhor temperatura de pirdlise, esta é fixada, e a
temperatura de atomizacdo é estudada (LOBO, 2009). As temperaturas de
atomizacgao foram fixadas de acordo com as temperaturas sugeridas pelo fabricante
do equipamento, e essas se encontram no programa de aquecimento padrao para
cada elemento (condicao default). As temperaturas de pirdlise foram variadas de

acordo com informagdes obtidas na literatura para matrizes correlatas.

As curvas de pirdlise e de atomizagdo foram obtidas para as seguintes
solugbes: 20 ug L' de Pb, 15 uyg L' de As e 10 ug L' de Cd em meio de HNO3 1%
v/v na presenga de modificadores quimicos. Pois, elementos volateis como o As, Cd
e Pb, necessitam do uso de modificadores quimicos para estabiliza-los termicamente
em temperaturas acima de seus pontos de ebulicdo, permitindo satisfatéria eliminagao
da maior parte da matriz (concomitantes inorganicos), reduzindo assim as
interferéncias, quimicas e/ou espectrais, pois o tratamento da amostra é realizado no
GF AAS. (WELZ; SPERLING, 1999). No caso deste trabalho, usou-se dois diferentes
modificadores quimicos, o modificador universal (Pd + Mg) e o modificador de Pd, a
depender do analito. As curvas de pirdlise na presenca do modificador quimico foram

obtidas conforme demonstrado na Tabela 6.

TABELA 6 - CONDIGOES EXPERIMENTAIS PARA ELABORAGAO DA CURVA DE PIROLISE EM
MEIO ACIDO (HNOs 1% v/v). VOLUME DE INJECAO DE 20 uL DE SOLUGAO PADRAO (20 pg L-!
Pb, 15 ug L' As e 10 ug L-' Cd) E 5 pL DE MODIFICADOR QUIMICO.

Analito Temperatura Variagao na Modificador
de Temperatura de
Atomizacgao pirdlise (°C)
Fixa (°C)
Pb 2000 600 - 1500 Pd (5 ug) — Mg (3 ug)
As 2200 900 - 1600 Pd (2,5 pg)

cd 1350 500 — 950 Pd (2,5 ug)
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As faixas de temperatura foram avaliadas de forma crescente em incrementos
de 50 ou 100°C, a depender do analito em questdo. Desta forma, fixou-se a
temperatura de pirdlise 6tima encontrada e entdo passou a estudar a temperatura de
atomizagao em intervalos crescentes de temperatura, com incrementos de 50 ou 100°,
sempre baseado em temperaturas usuais reportadas na literatura. O tempo total do
programa de aquecimento ficou em torno de 144 a 164 segundos, a depender do

analito.

A partir de uma solugdo padrdo de concentragdo 10 ug L' de Pd(NOs):
(Palladium Matrix Modifier, Sigma Aldrich) e de solugdo padrdo de 10 ug L' de
Mg(NO3)2 (Magnesium Matrix Modifier, Sigma Aldrich), foram preparadas solugbes de
modificadores contendo Pd e Mg e somente Pd em diferentes niveis de concentracao
em meio de HNO3 1% v/v. Nesses estudos, foram levadas em consideracédo as
caracteristicas fisico-quimicas dos analitos, bem como a estabilidade térmica desses

analitos em elevadas temperaturas, como reportado na literatura.

Para um volume final de 10,00 mL, os niveis de concentragcdo das solugdes
de modificadores quimicos foram elaborados de acordo com o esquematizado na
Tabela 7.

TABELA 7 - NIVEIS DE CONCENTRAGCAO DAS SOLUCOES DOS MODIFICADORES QUIMICOS
TESTADOS NA ANALISE DE Pb, As e Cd POR GF AAS PARA UM VOLUME FINAL DE 10 mL.

Modificador 10 pug L' de Pd(NO3)2 10 ug L' de Mg(NO:3):
(mL) (mL)
Pd + Mg (5 - 3 ug), 1,0 0,6
Pd + Mg (7,5 - 4,5 ug) 1,5 0,9
Pd + Mg (2,5 - 1,5 ug) 0,5 0,3
Pd (7!5 IJg) 1’0 N
Pd (5,0 pg) 1.5 -
Pd (2,5 pg) 0,5 -

Apos o procedimento de otimizagdo do programa de aquecimento de cada
analito em meio acido, HNOs 1% v/v, avaliou-se as condi¢des 6timas encontradas
para as suspensdes dos extratos de CBD em meio de TMAH 0,1% m/v. Pois a ideia
desse trabalho consiste em aplicar as condigdes otimizadas em meio acido para os
extratos em meio de TMAH, o que possivelmente permitira a construgdo da curva

analitica de calibragdo em meio de HNO3 1% v/v, tornando o método mais simples de
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ser executado, além de nao se utilizar o reagente TMAH. Os estudos foram realizados
a partir de uma amostra (extrato de CBD) importada dos Estados Unidos. Essa
amostra foi escolhida por apresentar um aspecto pastoso de dificil manipulagdo em
relacdo as outras amostras cujo aspecto apresentava menor viscosidade e
manipulacao relativamente mais facil. Para tal, o extrato de CBD foi fortificado no
mesmo nivel de concentragdo do analito em meio de HNO3 1% v/v e os valores de

absorbancias do analito em diferentes meios foram comparados.

4.4.1 Avaliagao dos Sinais transientes de absorbéancia dos Analitos

Para a otimizagdo do programa de aquecimento para cada analito, levou-se
também em consideracao os sinais transientes desses analitos, obtidos a partir das
condicdes reacionais/instrumentais aplicadas. Nesse sentido, foi avaliado o perfil do
sinal analitico, como também a razdo sinal do analito:sinal de fundo, (signal-
background ratio, SBR). (LOBO, 2009).

4.5 SOLUBILIZACAO ALCALINA POR TMAH

Assim como na digestdo acida em chapa de aquecimento, diferentes niveis
de concentragao de solugdo de TMAH 25% m/v foram testadas e diferentes tempos
de solubilizagdo foram avaliados. A fim de se melhor avaliar a significancia dessas
variaveis, bem como o efeito da interagdo entre as variaveis, empregou-se nesses
estudos um planejamento fatorial completo (23), onde as variaveis independentes
estudadas foram: concentracdo de TMAH, tempo de solubilizagdo e temperatura,
obtendo um total de 8 experimentos realizados em duplicatas e em ordem aleatéria.
As variaveis foram avaliadas em dois niveis de variacao, ou seja, empregando valores:
menor (-) e maior (+) referente as variaveis estudadas, como apresentado na Tabela

8. A matriz referente ao planejamento fatorial 23 esta apresentada na Tabela 9

As concentracbes de TMAH estudadas foram selecionadas a partir de
experimentos preliminares realizados com a amostra (extrato de CBD), e a partir de
informagdes da literatura, onde normalmente, niveis de concentracdo de TMAH em
torno de 0,2 — 5% m/v sdo comumente empregados na solubilizagdo de variados tipos
de amostras, em especial, na solubilizagdo de amostras que contém quantidades
significativas de gorduras. Avaliou-se ainda a solubilizagdo dos extratos de CBD a

25°C e a 80°C, pois apesar da solubilizagdo das amostras ocorrer geralmente a
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temperatura ambiente para diferentes tipos de amostras, conforme discutido na
literatura, temperaturas mais elevadas podem ser uteis nessa etapa, reduzindo o
tempo despendido e aumentando a eficiéncia de solubilizagdo das amostras em meio
alcalino. Visando um tempo de preparo de amostras rapido e eficiente, avaliou-se os

tempos de 5 e 10 minutos, como indicado na Tabela 8.

TABELA 8 - VARIAVEIS E NiVEIS ESTUDADOS PELO PLANEJAMENTO FATORIAL (23) COMPLETO
ELABORADO A PARTIR DO SOFTWARE STATISTICA 7.0.

Variavel Nivel
Minimo (-1) Maximo (+1)
[TMAH] % m/v 0,2 5,0
TEMPO (min) 5 10
TEMPERATURA (°C) 25 80

A concentragao de TMAH bem como o tempo de solubilizagdo considerados
adequados para o tratamento de amostras foram obtidos a partir dos resultados das
analises quimicas realizadas por GF AAS em relacao a variavel resposta recuperacao
do analito (ver equagao 1). A massa de amostra utilizada nos experimentos de

solubilizacao alcalina foi de aproximadamente 0,1000 g.

TABELA 9 - MATRIZ REFERENTE AO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO, 23 NA
OTIMIZACAO DAS VARIAVEIS NO PREPARO DE AMOSTRAS EM MEIO ALCALINO. MASSA DE
AMOSTRA - 0,1000 g.

Experimento* Replicata [TMAH] Tempo Temp.

m/v (min) (°C)
7 1 0,20 10,0 80,0
1 1 0,20 5,0 25,0
9 2 0,20 5,0 25,0
5 1 0,20 5,0 80,0
3 1 0,20 10,0 25,0
11 2 0,20 10,0 25,0
16 2 5,00 10,0 80,0
4 1 5,00 10,0 25,0
8 1 5,00 10,0 80,0
14 2 5,00 5,0 80,0
12 2 5,00 10,0 25,0
15 2 0,20 10,0 80,0
6 1 5,00 5,0 80,0
2 1 5,00 5,0 25,0
10 2 5,00 5,0 25,0
13 2 2,00 5,0 80,0

* Experimentos executados em ordem aleatéria



53

Os experimentos realizados a partir do planejamento fatorial seguiram as

seguintes etapas:

1- Pesagem da amostra;

2- Hidratagdo da amostra com 4,98 mL de agua ultrapura

3- Fortificagdo da amostra com o analito a ser investigado na concentragao
final de 20 ug L' de Pb;

4- Homogeneizagao da amostra por vortex;

5- Repouso de 2 minutos;

6- Adicdo da solucdo de TMAH em diferentes niveis de concentragéo
estudados, e;

7- Aquecimento da suspensado resultante nas temperaturas e tempos

avaliados.

Nesses experimentos as amostras foram pesadas diretamente em tubo falcon
de 15 mL, e a suspensao resultante foi aquecida em banho maria, em chapa de

aquecimento e avolumado para 5,0 mL.

A otimizacao da etapa de preparo de amostras foi realizada em relagao ao Pb.
A variavel recuperagao foi o parametro escolhido como o indicador das condigdes

reacionais favoraveis ou nao a quantificacao exata e precisa do analito.

Em relagédo aos estudos de adi¢cao/recuperagao para os analitos investigados
(As, Cd e Pb), os valores de recuperagao foram calculados a partir da razédo do sinal
do analito proveniente da suspensao da amostra em meio de TMAH ao sinal do analito
em meio de HNO3 1% v/v, ambos no mesmo nivel de concentracao, sistematicamente

como detalhado a seguir:
1. Analise da solugao contendo HNO3 1% vl/v;

2. Quantificagao do sinal analitico dos analitos presentes na solu¢do de HNO3 1% v/v

apos fortificagéo dessa solugédo com 20 ug L' de Pb;
3. Analise da suspenséao do extrato de CBD em meio de TMAH,;
4. Quantificagdo da amostra fortificada com 20 ug L' de Pb.

Os caélculos de recuperagao foram feitos conforme equagéo 1:
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A
x 100 (Eq.1)

%Recuperacao =

Onde:

Ap: corresponde a amostra tratada com solucdo de TMAH e fortificada com o

analito em estudo,
A: amostra tratada com solu¢ao de TMAH sem adi¢ao do analito

P: corresponde a solugdo padrao do analito em meio de acido HNO3 1% v/v.

4.6 ESTUDO DAS FIGURAS DE MERITO DESEMPENHO DO METODO
ANALITICO PROPOSTO POR GF AAS

4.6.1 Limites de deteccao e quantificagao

Os limites de deteccdo e quantificacéo (LOD e LOQ) foram determinados de
acordo com a Resolugéo (Re 166) da ANVISA. Sendo calculado pelas equacgdes 2 e

3 a sequir:

3,30 10 o
LOD = 5 (Eq.2) e LOQ = 5 (Eq.3)

Sendo g o desvio padrao de 10 leituras da solugcédo do branco analitico e b a

inclinagc&o da reta da curva analitica de calibragao.

Os limites de deteccdo e quantificacdo também foram calculados de acordo
com o proposto por Welz especificamente para a técnica de absor¢céo atdbmica por
forno de grafite. (WELZ; SPERLING, 1999). Para esses calculos utilizou-se as

equacoes 4 e 5 abaixo:

LOD—Sblankt 1+1 (Eq.4) L0 _9Sblank Ea.S
=ty |—+~ (Eq.4) e Q= ——F— (Eq.5)

Sendo:

S vlank: 0 desvio padrao de 10 leituras do branco analitico;
b:: a inclinagéo da reta (Slope);
m: 0 numero de medida da amostra (igual a 1);

n: 0 numero de medidas da solugao do branco analitico (10 leituras) e;
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t: (t student para 95% do intervalo de confianga).

4.6.2 Curvas Analiticas de Calibragao externa e Faixa da linearidade

Solugdes Padrdo dos elementos quimicos sdo comumente utilizados para
calibrar instrumentos e procedimentos analiticos quando n&o ha efeitos de
interferéncias dos componentes da matriz (concomitantes inorganicos) no sinal do
analito. Geralmente, uma série de solucdes padroes contendo o analito em diferentes
niveis de concentragdes conhecidas sao preparadas, para a constru¢cao de uma curva
analitica de calibragdo. (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006). No presente trabalho
foram elaboradas curvas analiticas de calibragdo em meio de acido nitrico, HNO3 1%

v/v e em meio alcalino, TMAH 0,1% m/v.

Para as analises no ICP OES preparou-se curvas analiticas de calibragdo em
intervalo de concentragdo no nivel de concentragdo de 5 — 1000 ug L™ (para os micro
elementos — As, Se, Sb, V, Mn, Ba, Cd, Ni, Pb, Al, Zn, Fe, Cr, Co, Cu, Ag e B). Todas
as curvas foram preparadas em meio de acido nitrico 1% v/v a partir da solu¢ao padréao

de cada analito estudado em nivel de concentragdo de 1000 mg L.

Para as analises em GF AAS preparou-se curvas analiticas em intervalo de 5
— 13 yg L' para Pb, 2,0 — 10,0 ug L' para As e 2,0 — 6,0 ug L' Cd todas em meio de
HNO3 1% vlv.

Curvas analiticas de calibragdo no mesmo intervalo de concentragao para Pb,
As e Cd também foram construidas em meio alcalino, TMAH 0,1% m/v, a fim de se

verificar a sensibilidade dessas curvas.

O intervalo de linearidade foi considerado aceitavel quando valores do
coeficiente de determinacgdo (R?) foi maior que 0,99 de acordo com a Comunidade

Europeia.

4.6.3 Estudo de adigao e recuperagao

Devido a falta de material certificado para as amostras extrato de CBD, testes
de adicao e recuperacao foram realizados com o objetivo de se avaliar a exatidao dos
métodos propostos em GF AAS. Desta forma, a recuperagéo do analito foi avaliada
adicionando-se concentragcdes conhecidas de cada analito de estudo, na amostra,

previamente a sua analise. Apds deixar um tempo de contato entre o analito e a
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amostra, em torno de 5 minutos, a amostra fortificada com o analito foi entao
submetida ao tratamento de amostras com TMAH e em seguida analisada por GF
AAS. O critério de aceitagao para a recuperacao entre 80 e 120 % foi selecionado de
acordo com os valores preconizados pela Comunidade Europeia diretiva 96/23/EC de
2002 e INMETRO diretiva DOQ-CGCRE-008 de 2016.

Apos a elaboragcdo das curvas analiticas de calibracdo, foram realizados
testes de recuperacdo em trés niveis de concentragdo da curva analitica (TABELA
10), visando a avaliagdo do efeito de matriz e seletividade do método proposto,
conforme normativas do INMETRO. (INMETRO, 2016). Para isso, as amostras
tratadas com TMAH 0,1% m/v foram fortificadas e quantificadas em relagao as curvas
analiticas de calibragao construidas em meio de HNOs3 1% v/v, e calculados de acordo

com a equacao 6.

[amostra fortificada] — [amostra]

% Recuperacdo = x 100 (Eq.6)

[padrao na curva de calibragao analitica]

TABELA 10 - NIVEIS DE CONCENTRAGAO TESTADOS DE CADA ANALITO PARA AVALIAGAO DA
EXATIDAO DO METODO PROPOSTO.

Analito Niveis de Concentragao ug L'
Baixo Médio Alto
As 2,0 5,0 8,0
Cd 2,0 4,0 6,0
Pb 5,0 9,0 13,0

4.6.4 Precisao

A precisdo € medida sob condi¢des de repetitividade ou sob condi¢cdes de
reprodutibilidade e expressa na forma de coeficiente de variagdo — (CV (%)) e/ou
estimativa do desvio padrao relativo — RSD (%) (INMETRO, 2016). A precisao foi
avaliada atraveés da repetitividade dos experimentos de recuperagéo, de acordo com

a equacao 7 abaixo.

S
% RSD = — x 100 (Eq.7)

m
Onde, S corresponde ao desvio padrao das leituras no nivel de concentragao

estudado e m a média dos resultados obtidos através das replicatas (n=3).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PREPARO DE AMOSTRAS EM MEIO ACIDO ASSISTIDO POR RADIACAO
MICRO-ONDAS

A digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas foi a que melhor
apresentou eficiéncia de digestdo da amostra (em relagdo a digestdo em chapa de
aquecimento e por ultrassom), levando a obtencao de resultados com maior exatidao
e precisdo quando comparado a outras formas de preparo de amostras, avaliadas
nesse trabalho. As amostras de extrato de CBD digeridas pelo programa de
aquecimento do forno de micro-ondas (Tabela 3), visualmente apresentaram-se
limpidas e incolores quando comparados aos outros digeridos obtidos por chapa de
aquecimento e banho ultrassdnico. Como ja €& conhecido, o HNO3 aumenta seu
potencial de oxidagao proporcionalmente ao aumento da temperatura, e sistemas
fechados como a digestdo por micro-ondas proporcionam temperaturas do meio
reacional elevadas. Durante a oxidagao dos compostos organicos da amostra pela
acao do HNOs ocorre a formagao do NO gasoso. Quando em sistema fechado, o NO
liberado do meio reacional aquecido, reage com o O2 presente na fase gasosa do
frasco de reagao, formando NO2. O NO:2 é reabsorvido na solugédo regenerando o
HNO3, ocorrendo de forma ciclica todo o processo de mineralizagdo, conforme

equacéao abaixo:
(CH2)n + 2HNO3ag—> CO2g) + 2NO(g) + 2H20)
2NO() + Ogg—>  2NOqq
2NOgyg) + H2O—>  HNOs3(aq) + HNO2(aq)
2HNOz(@q—>  H20() + NOz¢) + NO(g)

Outro fator que contribuiu para que a digestdo assistida por micro-ondas
apresentasse o melhor resultado, foi a utilizacdo de H202 juntamente com o HNOs. O
H20:2 é utilizado como agente oxidante auxiliar por ser uma fonte adicional de oxigénio.
O HNO2 formado do desproporcionamento do NO:2 é oxidado a HNO3 na presenca do

H202, aumentando o poder oxidante do meio reacional. (KRUG, 2008).

O sistema em refluxo, que ocorre no processo de mineralizacdo da amostra,
no interior dos tubos de teflon empregados possibilita uma decomposicdo mais

completa da amostra, obtendo baixos teores de carbono residual (RCC). (BARELA et
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al., 2017). Baixos valores de RCC sao desejaveis, frente a técnica de analise utilizada
- 0 ICP OES - pois pequenas quantidades de compostos organicos no plasma podem
aumentar as eficiéncias de nebulizagao e transporte de aerossois, aumentando o sinal
analitico em comparacao a solugdes isentas de qualquer teor de carbono na amostra,
como as solugdes padrao. Além do que, a presenca de uma pequena fracdo de
carbono melhora também a eficiéncia de ionizagédo de elementos quimicos de alta
energia ionizante por reagoes de transferéncia de carga de carbono, em contrapartida,
quantidades elevadas de carbono podem se depositar na superficie da tocha, ou
ainda, obstruir o sistema de nebulizagdo (sistema de introdugdo de amostras) ,
acarretando na instabilidade do plasma e resultando em perda de poder de deteccéo
da técnica. (SAVIO et al., 2014).

5.2 DETERMINAGCAO DOS ELEMENTOS QUIMICOS POR ICP OES

As amostras previamente decompostas em meio acido assistida por radiagao
micro-ondas, foram analisadas por ICP OES visando a avaliagdo do perfil quimico
inorganico das amostras em estudo. Nesses estudos, curvas analiticas de calibragéo

foram construidas em meio de HNO3 1% v/v (Anexo 1).

As curvas analiticas de calibracdo apresentaram coeficientes de
determinagao (R?) satisfatorios. O R? indica a frag&o da variagdo observada em y que
¢ explicada pela relagéo linear. Quanto mais proximo R? esta da unidade, melhor o
modelo linear explica as variagbes de y em fungcdo de x. Assim sendo, as curvas

obtidas apresentam bons modelos lineares que explicam as variagbes em y.

A partir dos resultados obtidos na analise dos extratos de CBD realizada por
ICP OES foi possivel avaliar a presenga de alguns metais como Ni, Zn, Cu, Mn, Cr, B
e Ba, apresentados na Tabela 11. As amostras analisadas foram nomeadas de acordo
com a forma de producéo desses extratos, desta forma as amostras de extrato de
CBD produzidas por industrias que produzem suplementos alimentares a partir da
Cannabis ou associag¢des de apoio a Cannabis Medicinal foram nomeadas de (PI), e

os extratos de CBD produzidos de forma artesanal, nomeadas de (PA).
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TABELA 11 - TEORES DOS ELEMENTOS QUIMICOS QUANTIFICADOS POR ICP OES EM
DIFERENTES EXTRATOS DE CBD PREVIAMENTE DIGERIDOS EM FORNO DE MICRO-ONDAS.

(MEDIA + DESVIO PADRAO, N=3).

Pl 01 Pl 02 PA 01 PA 02 PA 03

(Mg g™)  (ngg™) (vg g™) (Mg g™) (Mg g7)
Ni 322+056 250+0,39 3,52+0,15 2,84 +0,27 2,71+0,48
Zn 1,74+ 050 1,52+0,29 13,56+2,26 13,84 £ 0,24 1,84 £ 0,21
Cu 1,50+0,31 0,35+0,06 2,00+0,15 2,06 + 0,22 0,39 + 0,11
Mn 0,60+0,12 2,22+0,27 9,44+1,35 9,66 £ 0,40 0,56 £ 0,09
Cr 468+0,81 385+0,67 5,11+0,12 5,29+ 0,85 3,74 +£0,78
B 260+0,76 2,01+0,18 23,13+2,56 23,75+ 1,77 2,65 +0,28
Ba 0,30+0,05 0,35+0,05 0,70%£0,20 0,70 £ 0,07 0,28 +0,14

Os elementos As, V, Pb, Al, Cd e Co nao foram quantificados, pois estavam
em concentragdes abaixo do primeiro nivel de concentragdo das curvas analiticas de
calibragcdo desses analitos, isto € 5,0 ug L. Desta forma, para avaliar o teor dos
elementos As, Cd e Pb a técnica GF AAS foi empregada, por apresentar maior

detectabilidade (ug L' — ng L") em relagdo ao ICP OES (mg L' - ug L).

Os demais elementos estudados (Se, Sb, Fe e Ag) nao foram quantificados
devido a falta de linearidade das curvas analiticas de calibracdo, sendo necessario a

otimizagao das condicdes de trabalho no ICP OES.

A partir da tabela acima, é possivel observar que as amostras Pl 01 e 02
apresentam menores teores de Zn e B. Essas amostras sdo produzidas por industrias
e associagdes que provavelmente apresentam maior cuidado em relagao a obtencao
desses produtos. Segundo os fabricantes dessas amostras ha um cuidadoso processo
desde a plantagdao da Cannabis Sativa até a extragédo do 6leo de CBD. Segundo o
fabricante) desses extratos, para o cultivo da planta nao é utilizado fertilizantes
quimicos, pesticidas e herbicidas sendo o éleo de CBD extraido a partir do CO2
supercritico (HEMPMEDS, 2018), onde controlando-se as pressdes e temperaturas,
os compostos presentes na planta sao separados e coletados em diferentes camaras
acopladas ao recipiente de extragao, sendo possivel obter os extratos de CBD com
elevado grau de pureza. Outra forma de extragdo do CBD emprega-se a glicerina, e,

nesse caso, de modo geral as folhas previamente secas da planta sdo mergulhadas
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em glicerina e submetidas ondas ultrass6nicas a fim de acelerar o processo de

extrac&o do principio ativo.

A PA 03 também apresentou baixos teores de metais, sendo semelhantes as
amostras industriais, porém nao ha informacdes do tipo de extracido, da espécie da
planta utilizada e do cultivo. Ja as amostras artesanais PA 01 e 02 apresentaram
teores elevados para Zn, B e Mn em comparacgao aos outros extratos de CBD. Vale
ressaltar que, a espécie da Cannabis Sativa utilizada para producédo do CBD e o solo
0 qual é cultivada, é tao importante quanto a extracao realizada, ndo sendo possivel
nesse estudo afirmar quais fatores sdo mais relevantes e que explicam os teores
encontrados para os elementos quimicos estudados. Um fator que pode explicar a
presenca de elevadas concentragcdes dos elementos Zn, B e Mn nas amostras
artesanais refere-se a essencialidade desses elementos nas plantas geralmente
estando em concentragdes relativamente alta (Zn de 10 — 120 mg kg™', B de 10 — 80
mg kg e Mn de 90 — 200 mg kg'') para os microelementos. O zinco é um ativador
enzimatico e sua caréncia provoca uma redug¢ao do crescimento vegetal. Ja o boro
atua no metabolismo de carboidratos e transportes de acucares através de
membranas, na formag¢do da parede celular, divisdo celular, como também no
movimento da seiva. Contribui para a maior forga e resisténcia de todos os tecidos
vegetais e no desenvolvimento das folhas e dos brotos. O manganés controla reagdes
de oxi-reducédo essenciais a fotossintese e sintese de clorofila. (BONNER; VARNER,
2012). O Cu e o Ni, apesar de serem micronutrientes essenciais, se encontram
geralmente em baixas concentragdes (Cu de 10 — 25 mg kg™' e Ni 0,05 — 10 mg kg™).
O Cu possui papel importante na fotossintese, respiracao, reducao e fixacdo de
nitrogénio e sua caréncia altera a tonalidade das folhas, tornando-as verde-azuladas.
Ja o Niquel atua no crescimento, metabolismo, envelhecimento e absorgao de ferro
pelas plantas, tem papel importante na resisténcia das plantas as doengas, aumenta
a atividade da urease foliar, impedindo assim a acumulacdo dos teores toxicos de
uréia, sendo que sua deficiéncia pode levar a morte das folhas. (ESALQ, 2015;
AGROLINK, 2016)

Os demais elementos, Ba e Cr, ndo sdo considerados essenciais, assim
sendo, devem ser encontrados em baixas concentracées (menores que a dos
micronutrientes), pois podem levar a redugao de crescimento foliar e radicular e morte
das plantas. (CASTILHOS; GUADAGNIN, 2012; MERLINO, 2013).
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Mesmo apresentando concentragdes diferentes entre si, os teores
determinados para os elementos quimicos presentes nos produtos a base de CBD
estdo todos dentro dos limites maximos permitidos pelos 6rgéos reguladores como a
ANVISA e o FDA, preconizados para medicacao via oral, como podem ser verificados
na Tabela 12.

TABELA 12 - LIMITES MAXIMOS PERMITIDOS PARA ELEMENTOS QUIMICOS INORGANICOS EM
MEDICAMENTOS PRECONIZADOS PELA ANVISA E FDA PARA MEDICAGCAO POR VIA ORAL.

Elementos FDA (ug g7) ANVISA Esse Trabalho
(Mg g7) (Mg g7)
Ni 20 25 2,50 - 3,63
Zn - - 1,52 - 13,84
Cu - 250 0,35-2,06
Mn - 250 0,56 — 9,66
Cr 1100 25 3,74 - 5,29
B - - 2,01 - 23,75
Ba 140 - 0,28 - 0,70

Os valores encontrados nesse trabalho foram comparados com outros
trabalhos na literatura referentes a determinagcédo de elementos quimicos em plantas

da espécie Cannabis, como apresentado na Tabela 12.

TABELA 13 - COMPARACAO ENTRE OS TEORES DE ELEMENTOS QU[MICOS DETERMINADOS
NESTE TRABALHO COM OUTROS ESTUDOS CIENTIFICOS EM RELACAO A PLANTA CANNABIS
SATIVA.

Folhas e Folhas Folhas Semente Este
Sementes (ng g )b (mg L)¢ (ug Kg)d Trabalho
(Mg g)? (Mg g™)
Ni 10,40 -6,80 3,26 — 3,56 - 0,36 — 1,36 2,5—-3,63
Zn - - 2,25 46,0—-72,0 1,52 — 13,84
Cu - - 26,6 9,0-12,0 0,35 - 2,06
Mn 28,0 - 102,50 - 40,30 78,0 —102,0 0,56 — 9,66
Cr 1741-1520  465-4,18 - - 3,74 -5,29
B - - - 11,0 — 14,0 2,01 -23,75
Ba - - - - 0,28 - 0,70

Notas: trabalhos desenvolvidos por a)(EBOH; THOMAS, 2005); b) (KHAN, 2013); c)(ABDUL et al.,
2012) e d) (KORKMAZ et al., 2010) para plantas da espécie Cannabis Sativa.
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De um modo geral, os resultados obtidos para os extratos a base de CBD,
apresentaram menores concentragdes dos elementos quimicos quando comparados
a outros trabalhos que avaliaram a presenca desses elementos na planta Cannabis
Sativa, por ser uma matriz correlata. Ja em comparagcao com a semente de maconha
(semente de canhamo), os valores obtidos para os elementos quimicos neste trabalho
foram maiores, o que esta de acordo com o estudo realizado em 2003 por Angelova
et al., que analisou os elementos em diferentes partes ao longo da planta, afirmando
que os metais sdo distribuidos em ordem decrescente em nivel de concentragao a

partir da raiz para os caules, folhas e sementes.

Com intuito de avaliar a exatiddo do método empregado, foram realizados
testes de adigdo e recuperagdo acrescentando-se 150 ug L' de cada um dos
elementos quimicos a ser quantificado nos extratos de CBD (amostra utilizada nesse
experimento - P1 01). Para os elementos (Cr e Mn) os quais as amostras apresentaram
diferencgas significativas entre os teores encontrados, observou-se um elevado valor
do desvio padréao (TABELA 14). Contudo, em todos os experimentos realizados, foram
obtidos valores de recuperacao entre 80 — 120%, em acordo com o que € preconizado
pela Comunidade Europeia e INMETRO (TABELA 14).

TABELA 14 - VALORES DE CONCENTRAGAO ENCONTRADOS PARA OS EXTRATOS DE CBD
(AMOSTRA INDUSTRIAIL — PI 01) E VALORES DE RECUPERAGAO OBTIDOS PARA EXTRATOS
DE CBD FORTIFICADOS COM 150 ug L' DE CADA ELEMENTO QUIMICO QUANTIFICADO POR
ICP OES. VALOR MEDIO + O DESVIO PADRAO, N=3.

Analito Teor Adicao Rec (%)
encontrado 150 ug L
(ug L)

Ni 89,52 + 10,35 218,88 + 1,18 86 +8
Zn 46,08 + 10,26 191,16 + 2,89 97+5
Cu 19,69 * 14,13 171,53 + 22,37 1015
Mn 68,99 + 47,65 221,92 + 31,70 102 + 11
Cr 161,80 + 4,16 288,52 + 10,76 85+ 10
B 52,42 + 15,50 180,93 + 16,35 867
Ba 10,68 + 3,08 164,76 + 5,42 103 + 6

Os limites de deteccédo e quantificagao foram calculados a partir das equacdes
2 e 3 (secdo 4.6.1, pagina 54) para todos os elementos investigados, e sao relatados
na Tabela 15.
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TABELA 15 - LIMITES DE DETERMINAGAO (LOD) E QUANTIFICAGAO (LOQ) CALCULADOS PARA
OS ANALITOS DETERMINADOS POR ICP OES, SEGUNDO RESOLUCAO (Re 166/2017) DA
ANVISA.

Elementos LOD (ug L) LOQ (ug L)
Ni 0,14 0,47
Zn 0,10 0,34
Cu 0,04 0,13
Mn 0,04 0,12
Cr 0,12 0,39
B 0,27 0,90
Ba 0,06 0,19

5.3 DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMINAGAO DE Pb, As E Cd
POR GF AAS

5.3.1 Estudo dos Modificadores Quimicos e de suas respectivas concentracdes na
quantificacdo de Pb, As e Cd em Extratos de CBD

Avaliou-se nesse trabalho diferentes niveis de concentracdo do modificador
universal de Pd-Mg e também do modificador contendo somente Pd, como descrito
nos materiais e métodos (sec¢ao 4.4, pagina 48). Esses modificadores foram testados
por apresentarem bons resultados na literatura para os elementos analisados. Ribeiro
et al. (2000), obtiveram bons valores de recuperacéo para As e Cd (100% e 93%
respectivamente) utilizando a solubilizagdo alcalina com TMAH na analise de
amostras de cabelo. Welz e Sperling (1999) afirmam que o modificador Pd-Mg traz os
melhores resultados para a determinacéo do Pb e que o nitrato de paladio é capaz de
estabilizar tanto o arsénio inorganico como o arsénio organico, gerando resultados
com satisfatoria exatidao e precisdo nas analises por GF AAS. Em relacdo ao Cd,
Bulska, Liebert e Hulanicki (1998), relataram um acréscimo na sensibilidade e na

estabilizacao da temperatura quando utilizaram paladio como modificador quimico.

Para os elementos As e Cd o modificador quimico contendo Pd- 2,5 ug foi o
que proporcionou menores sinais de fundo obtendo-se sinais transientes bem
resolvidos. Ou seja, a razao sinal do analito e sinal de fundo (background) estavam
bem distinguidos, apresentando satisfatéria simetria de pico para o sinal do analito
como também uma boa relacdo do parametro SBR. Ja para o Pb, o modificador
quimico universal contendo Pd 5 ug — Mg 3 pg foi o que proporcionou as melhores
condi¢cbes de analise, levando em consideragao os parametros relatados para As e
Cd.



64

O uso de uma solugdo de Pd em meio acido (HNOs 1% v/v) (modificador
quimico) ndo ocasionou a formacéao de precipitado quando as amostras foram tratadas
com TMAH estiveram em contato com a solugdo do modificador de Pd preparadas em
meio acido, como relatado por Ribeiro et al. (2000). Tal fato se deve que nesse estudo
a baixa concentragcéo do reagente utilizado (TMAH 0,1% m/v) aliado a otimizac&o do
programa de aquecimento para cada analito estudado por GF AAS, proporcionando a

obtencao de suspensdes homogéneas e representativas

5.3.2 Estudo dos Parametros Instrumentais do GF AAS na Quantificagao de Pb, As
e Cd nos Extratos de CBD

Curvas de pirdlise e atomizacao foram estudadas para Pb, As e Cd na
presenca de seus respectivos modificadores, e estao reportadas na Figura 8. Nesses
estudos, a fim de se encontrar temperaturas 6timas de pirdlise e atomizagao para cada
analito empregou-se solugdo padrdo do analito em nivel de concentragdo: 20 ug L
Pb; 10 yg L' As e 15 ug L' Cd em meio acido HNO3 1% v/v. Nessa etapa do estudo
diferentes niveis de concentragao foram empregados, de acordo com a sensibilidade
do GF AAS para cada analito. Assim sendo, para se obter o sinal analitico em que se
consiga visualizar o seu perfil, quanto a simetria do pico obtido, como também a
relacdo sinal do analito:sinal de fundo (background) niveis de concentragéo
relativamente elevados foram empregados. Isto possibilita avaliar os sinais
transientes, indicativo que tanto o processo de decomposicdo térmica da matriz
(concomitantes inorganicos) como a etapa de atomizagao estdo adequados, para a
quantificacdo do analito, como pode ser observado na Figura 8.
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FIGURA 8 - CURVAS DE TEMPERATURA DE PIROLISE (Tp) E TEMPERATURA DE ATOMIZ~AQAO
(Ta) PARA Pb, As E Cd EM MEIO ACIDO (HNOs 1% v/v). ANALISE DE 20 yL DE SOLUCAO
PADRAO DE CADA ANALITO E 5 uL DE MODIFICADOR QUIMICO (Pd 5 pg — Mg 3 ug PARA Pb,
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O Chumbo e o Arsénio apresentaram os maiores valores de absorbancia
quando a temperatura de pirélise foi fixada em 900°C e 850°C e a temperatura de
atomizacdo em 1700°C e 2200°C, respectivamente. As condi¢des 6timas encontradas
para os maiores valores de absorbancia, foram também as que apresentaram um
melhor sinal transiente (FIGURA 9), sendo esses bem definidos e simétricos e com

boa relacao sinal/ruido.

FIGURA 9 - SINAIS TRANSIENTES OBTIDOS PARA O Pb E PARA O As NAS CONDIGCOES
OTIMAS DE Tp E Ta. SENDO O SINAL EM VERMELHO CORRESPONDENTE AO SINAL DO
ANALITO E O SINAL EM AZUL AO BACKGROUND. ANALISE DE 20 yl DE SOLUGCAO PADRAO (20
ug L' Pb E 10 ug L' As) E 5 uL DE SEUS RESPECTIVOS MODIFICADORES QUIMICOS (Pd 5 ug —
Mg 3 ug E Pd 2,5 pug).
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Em contrapartida, para o Cadmio, os melhores sinais transientes nao foram
obtidos para os maiores valores de absorbancia encontrados quando no estudo das
temperaturas de pirdlise e atomizacdo. Em temperaturas de atomizagdo maiores que
1600°C, o sinal transiente do analito ndo retornava a linha de base, obtendo-se
elevados valores de absorbancia, visto que o valor para a absorbancia é calculado
pela integragao da area do pico. Ja para valores menores que 1600°C, ocorria a dupla
atomizacao do analito, caracterizada por multiplos picos obtido nos sinais transientes.
O anbmalo comportamento em relagdo ao sinal do background, para estas
temperaturas, se deve, possivelmente, aos precursores que sao formados e liberados
mais rapidamente. Diante disso, as temperaturas de pirdlise e atomizacdo que
apresentaram valores satisfatorios de absorbancia obtendo-se também uma boa
relacdo sinal do analito:sinal de fundo foram, Tp de 700°C e Ta 1600°C. Os sinais

transientes obtidos para o Cd podem ser observados na Figura 10 abaixo.
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FIGURA 10 - SINAIS TRANSIENTE OBTIDOS PARA Cd EM A) Ta MENORES QUE 1600°C; B) Ta
MAIORES QUE 1600°C E C) NAS CONDIGCOES OTIMAS DE Tp E Ta. SENDO O SINAL EM
VERMELHO CORRESPONDENTE AO SINAL DO ANALITO E O SINAL EM AZUL AO
BACKGROUND. ANALISE DE 20 pl DE SOLUCAO PAD RAO (15 pg L' Cd) E 5 uL DE
MODIFICADOR QUIMICO (Pd 2,5pg).
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Apos encontradas as condi¢gdes otimas de temperatura de pirdlise e de
atomizagdo em meio acido, foram necessarios ainda pequenos ajustes na
temperatura e rampa de secagem do programa de aquecimento para as amostras
solubilizadas em meio alcalino. O TMAH é um reagente mais viscoso, em relagao ao
meio aquoso para qual o equipamento possui uma rampa padrdo (default) de
aquecimento. Devido a diferenca de viscosidade das solugbes em questao, observou-
se que na etapa de secagem a amostra em meio de TMAH 0,1% m/v era expelida
para fora do tubo de grafite, acarretando em baixa precisdo das medidas analiticas
como também problemas na exatidao dessas medidas, estando em torno de 50%.
Assim sendo, foi necessaria uma avaliacdo da etapa de secagem, visando um
aquecimento da amostra de forma mais suave, a fim de se evitar que a amostra fosse

expelida pelo orificio do tubo de grafite.

Dessa forma, o programa de aquecimento desenvolvido no GF AAS para os
elementos quimicos estudados nesse trabalho, pode ser observado na Tabela 16. O
programa de aquecimento em forma de grafico pode ser observado no Anexo 2 para

melhor visualizagdo/compreensao do método analitico desenvolvido.
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TABELA 16 - PROGRAMA DE AQUECIMENTO DESENVOLVIDO NO GF AAS PARA A
DETERMINACAO DE Pb, As E Cd NAS SUSPENSOES OBTIDAS DOS EXTRATOS DE CBD EM
MEIO ALCALINO (TMAH 0,1% m/v).

Etapa Temperatura Tempo (Seg) Modo de Fluxo de Ar
(°C) Aquecimento (L min)

Pb As Cd Pb As Cd

Secagem 120 50 50 100 50 20 Rampa 0,1

200 120 120 20 70 90 Rampa 1,0

- 200 200 20 20 Rampa 1,0

Pré pirdlise 700 700 550 10 10 10 Rampa 1,0

Pirdlise 900 850 700 10 10 3 Permanéncia 1,0
(Hold)

Atomizagao 1700 2200 1600 2 2 2 Permanéncia 0,0
(Hold)

Limpeza 2500 2500 2500 2 2 3 Permanéncia 1,0
(Hold)

Na etapa de atomizacgéao o fluxo de argbnio € interrompido para que nao haja a
dispersao/expulsido do vapor atdmico do analito, que acarretaria em baixa precisao e
exatiddo dos valores obtidos, devido a diluicdo da nuvem atémica. Como ja
mencionado a etapa de atomizacao é responsavel pela formag¢ao do vapor atémico
do analito uma vez que somente ele devera estar presente no interior do tubo de

grafite apds as etapas anteriores terem sido bem otimizadas.

5.4 SOLUBILIZACAO ALCALINA POR TMAH

A solubilizagao alcalina é particularmente atrativa porque as amostras sao
facilmente preparadas e geralmente ndo exigem agressivos tratamentos quimicos, o
que torna as amostras menos suscetiveis a contaminag¢ao reduzindo a probabilidade
de se perder o analito seja pelo processo de adsor¢do ou mesmo volatilizagao
(ARANHA et al., 2016).

Todos os experimentos gerados pelo planejamento fatorial completo, 23 foram
analisados nas condi¢des instrumentais 6timas encontradas para analise de Pb em
meio acido, pela técnica de GF AAS. Para a quantificagdo de As e Cd, o objetivo foi
manter o mesmo preparo de amostras a fim de se facilitar a quantificagcdo desses

analitos nos extratos de CBD, mantendo um unico preparo de amostras para a
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quantificacdo de Pb, As e Cd, elevando a frequéncia analitica do método proposto e
deixando-o relativamente mais simples para as analises. Desta forma, a massa de
amostra pesada em todos os procedimentos foi de aproximadamente 0,1000 g. As
diferentes condicdes reacionais para a solubilizacdo dos extratos de CBD
apresentaram caracteristica visuais bem divergentes como pode ser observado na

Figura 11.

FIGURA 11 - SUSPENSOES OBTIDAS A PARTIR DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS DE
ACORDO COM O PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO, 23. CONDIGOES AVALIADAS A) 0,2%
m/v DE TMAH & 25 °C APOS PREPARO IMEDIATO DA SUSPENSAO; B) 0,2% m/v DE TMAH &
80°C DURANTE 5 E 10 MINUTOS DE EXTRAGAO; C) 5,0% m/v DE TMAH & 25°C APOS O
PREPARO IMEDIATO DA SUSPENSAO E D) 5,0% m/v DE TMAH a 80°C DURANTE 5 E 10
MINUTOS DE EXTRACAO.

Pode-se observar de forma visual, que as amostras tratadas com maior
concentracdo de TMAH apresentaram maior solubilidade, obtendo uma suspenséao
dessas amostras mais homogénea. Porém, apesar do aspecto semelhante das
solubilizacbes que foram realizadas a temperatura de 80°C em diferentes tempos de
extragao (5 e 10 minutos), essas, apresentaram diferengas em relagéo aos valores de

recuperacao do analito, o que pode ser observado na Tabela 17.
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A aplicabilidade da estratégia de preparo de amostras utilizada nos extratos
de CBD foi avaliada por meio dos valores de recuperagcédo obtidos em relagdo a
solucdo padrao de cada elemento: Pb, As e Cd em meio acido (HNOs 1 % v/v). Os
niveis de concentracdo de cada analito eram sempre de mesmo valor, na solugao
padrdo como na suspensao analisada. A figura de mérito recuperacéo foi utilizada no
desenvolvimento do método, pois € um indicador direto da eficiéncia da estratégia de
preparo de amostra em meio alcalino, como também avalia a etapa de determinacéo

que foi previamente otimizada para cada analito estudado nos extratos de CBD.

TABELA 17 - VALORES DE RECUPERACAO PARA Pb EM DIFERENTES EXPERIMENTOS
REALIZADOS DE ACORDO COM O PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 23 ANALISADOS POR
GF AAS VISANDO A ESCOLHA DAS MELHORES CONDIGOES PARA O PREPARO DE AMOSTRAS
DOS EXTRATOS DE CBD EM MEIO ALCALINO. (MASSA DA AMOSTRA FIXA - 0,1000g).

Experimento Replicata [TMAH] Tempo Temp. (°C) Rec (%)

m/v (min)
1 1 0,2 5 25 44
2 1 5,0 5 25 74
3 1 0,2 10 25 51
4 1 5,0 10 25 74
5 1 0,2 5 80 68
6 1 5,0 5 80 89
7 1 0,2 10 80 90
8 1 5,0 10 80 83
9 2 0,2 5 25 61
10 2 50 5 25 70
11 2 0,2 10 25 49
12 2 5,0 10 25 73
13 2 0,2 5 80 84
14 2 5,0 5 80 76
15 2 0,2 10 80 105
16 2 5,0 10 80 79

* Todos os ensaios foram realizados no mesmo dia, utilizou-se as mesmas solugdes e os
mesmos equipamentos.

Os experimentos 7 e 15 (duplicatas), que continham a menor concentragao
de TMAH 0,2% m/v e um aquecimento mais longo (tempo de 10 min), a temperatura
de 80°C, apresentaram os melhores valores de porcentagem de recuperagao (90 -
104% para o Pb).

A partir dos resultados obtidos quanto aos valores de recuperacdo em
diferentes condi¢des reacionais avaliadas de preparo de amostra, pode-se construir
um grafico de pareto (FIGURA 12). Nesse grafico é apresentado os efeitos

padronizados de todas as variaveis estudadas e também se as interagdes entre essas
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variaveis sao favoraveis ou nao na eficiéncia de extracdo do analito. Os estudos

estatisticos foram realizados para um nivel de confianga de 95%.

FIGURA 12 - GRAFICO DE PARETO REFERENTE A OTIMIZACAO DO PREPARO DA AMOSTRA
DE EXTRATO DE CBD, OBTIDO DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 23, PARA A
QUANTIFICACAO DE Pb POR GF AAS.

Grafico de Pareto para os Efeitos Padronizados; Variavel Dependente: recuperacao (%)
2**(3-0) design; MS Pure Error=65,375
DV: recuperagao

:_\:\\444

@)TFC ¢ :: oo <~ : /55036
oy 7 77 om0
A M e
()TMAHY miv 2,102534
20y3 1 11,236785
(2)tempo sol./ min | /711,236785
1by2 ‘%-1,17495
B (8 GL) = 2,31
p=,05

Valor dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Na analise do grafico de pareto o fator temperatura € o que exerce maior
influéncia no preparo da amostra, apresentando um valor de efeito padronizado
positivo. Isso indica que uma maior eficiéncia de extracdo do analito em solucéo ocorre
de acordo com maior valor de temperatura empregado no processo de solubilizagao
da amostra, nesse caso (T = 80 °C). Entretanto a grande magnitude desse efeito
padronizado positivo obtido se deve ao intervalo de temperatura estudado ser
relativamente grande, isto é, T = 25 °C - 80 °C. Contudo, n&o foi necessario fazer um
refinamento do intervalo estudado pois como ja é conhecido na literatura, geralmente
maiores valores de temperatura associados a diferentes concentracées de TMAH, sao
mais eficientes na promocéo da solubilizagcdo de diversos tipos de amostras, entre
elas, amostras correlatas ao do presente estudo.(G. L. SILVA et al., 1999; GHISI et
al., 2011; NOBREGA et al., 2006; SAVIO et al., 2014). Através dos valores de
recuperacao e da analise visual é possivel perceber que a temperatura apresenta

significativa influéncia no preparo de amostras.
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O grafito de pareto ndo apresentou nenhum efeito significativo de terceira
ordem e somente um efeito significativo de segunda ordem, sendo esse a interagao
entre a variavel concentracdo de TMAH, e a variavel temperatura. A interacao entre
essas variaveis apresentou efeito negativo, indicando que a condi¢cdo 6tima que
promove a melhor extracdo dos analitos € o efeito simultaneo de elevados valores de

temperatura associado a baixos valores de concentragdo de TMAH.

Como o efeito de interagao é significativo, os efeitos principais devem ser
interpretados conjuntamente. Para tal, foi necessario tragar um diagrama contendo as
respostas médias (valores de recuperagao) em todas as combinagdes dos niveis das
variaveis (FIGURA 13). (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

FIGURA 13 - DIAGRAMA PARA INTERPRETACAO GEOMETRICA DOS EFEITOS DE SEGUNDA
ORDEM APRESENTADOS PELO PLANEJAMENTO 2°. OS EFEITOS PRINCIPAIS SAO
CONTRASTES ENTRE ARESTAS OPOSTAS (A) E (B). O EFEITO DE INTERAGAO E O

CONTRASTE ENTRE AS DUAS DIAGONAIS (C). OS VALORES NOS VERTICES DO QUADRADO
SAO AS RESPOSTAS MEDIAS (RECUPERAGAO DE Pb).
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Examinando o diagrama de interpretagcao geomeétrica, pode-se concluir que:

- Elevando a temperatura eleva-se a eficiéncia de extragdo do analito (Pb),
mas esse efeito € muito mais significativo quando baixa concentracdo de TMAH é

empregada. (Eficiéncia de recuperacao de Pb 49% para 86%);

Todas as analises apontam para baixas concentragcdes do reagente alcalino.
Em efeito, baixas concentragcdes de TMAH podem apresentar melhores resultados,
pois este reagente apresenta um teor de carbono consideravel (visto sua férmula -
(CH3)saNOH), podendo causar interferéncias nas analises por GF AAS, como também
elevar os valores de absorbancia para o branco analitico. As interferéncias quimicas
na fase condensada ainda nao sao perfeitamente compreendidas, mas sabe-se que
pode ocorrer a formacao de carbetos e/ou compostos intermediarios que podem levar
a uma atomizagao incompleta do analito ou mudancgas na sua cinética de volatilizacao.
(KRUG; NOBREGA,; OLIVEIRA, 2007). Assim sendo, foi necessario encontrar uma
condigao de compromisso entre a solubilizacao efetiva dos extratos de CBD e baixos

teores de TMAH, como pode ser verificado no planejamento fatorial empregado.

Apesar do mecanismo de agdao do TMAH na solubilizagdo da matéria
organica/disponibilidade do analito, ainda ser desconhecido, alguns estudos como o
de Aranha et al. (2016), Ghisi et al. (2011) e Nobrega et al. (2006) relatam que o
emprego de baixas concentragdes da solugdo de TMAH é suficiente para a obtengao

de suspensdes homogéneas e representativas em diferentes tipos de amostras.

Os resultados obtidos a partir de um estudo conjunto do planejamento fatorial,
da analise do grafico de pareto como também da interpretacdo geométrica das
variaveis estudadas, foram essenciais para nortear a escolha das condicbes
reacionais que possibilitaram uma eficiéncia de extragao do analito em torno de 80-
100%. Desta forma, foi realizado um pequeno ajuste nos valores das variaveis
significativas no preparo de amostras. Sendo assim, pode-se verificar que
empregando concentracdo de TMAH menor que 0,2 % m/v juntamente com a
temperatura de extragdo em torno de 100 °C obteve-se uma condi¢ao reacional de
preparo de amostras bastante adequada e compativel com a técnica GF AAS. Apés a
realizagado desses experimentos, observou-se que as amostras tratadas com TMAH
0,1 % m/v, e temperatura de 100 °C apresentavam os melhores valores de

recuperacao de Pb, compreendendo o limite estabelecido pelo INMETRO de 80 a



74

120%. Esse preparo de amostras também foi aplicado para a determinacao de As e

Cd nos extratos de CBD por GF AAS, e estao apresentados na Tabela 18.

O planejamento fatorial, como ja dito anteriormente, foi elaborado para o Pb.
Para esse analito a variavel tempo néo foi significativa, porém ao avaliar a
recuperacao do preparo de amostra em meio alcalino para os demais analitos, As e
Cd, observou-se que um tempo maior de extragao era necessario. Apds a realizagao
de alguns experimentos em diferentes temperaturas, observou-se que o tempo de
extracdo de 15 minutos apresentou os melhores valores de recuperacdo para ambos
os analitos. Assim sendo, o preparo de amostras que contempla a solubilizagdo da
amostra com TMAH 0,1 % m/v em temperatura de 100 °C durante 15 minutos foi

utilizado para extracado dos analitos nos extratos de CBD.

TABELA 18 - VALORES DE RECUPERAGAO OBTIDOS PARA OS EXTRATOS DE CBD TRATADOS
COM TMAH 0,1% m/v, DURANTE 15 MIN A TEMPERATURA DE 100°C POR GF AAS. INJETOU-SE
20 uL DE AMOSTRA E 5 pL DE MODFICADOR QUIMICO NA DETERMINAGAO DE Pb, As e Cd.
N=2.

Analito Nivel de Extrato de CBD Extrato de CBD Recuperagao (%)
fortificagdo (g L) fortificado
(ng L) (Mg L)
Pb 20 - 21,68 £2,19 109 £ 11
As 10 4,26 13,58 + 0,61 93+4
Cd 15 - 13,88 £ 0,17 92 + 1

5.5 CURVAS ANALITICAS DE CALIBRACAO EXTERNA

Apos as condicdes instrumentais de analise, bem como o método proposto para
o tratamento de amostras se mostrarem adequados ao propdésito de pesquisa, curvas
de calibragdo analitica foram construidas para quantificacdo de Pb, As e Cd nos
extratos de CBD. Em todas as solugdes de analise (solu¢des padrdo, branco de
reagente e amostras) houve a adicado do modificador quimico de forma a garantir um
meio reacional semelhante entre as solugdes analisadas. As curvas de calibracéo
analitica em meio acido e em meio alcalino, bem como suas respectivas equacgoes

matematicas podem ser observadas nas Figuras 14, 15 e 16.
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FIGURA 14 - CURVA ANALITICA DE CALIBRAGAO OBTIDA PARA Pb EM MEIO ACIDO (HNO3 1%
v/iv) E EM MEIO ALCALINO (TMAH 0,1% m/v). INTERVALO DE CALIBRAGCAO 5,0 - 13,0 ug L.
MODIFICADOR QUIMICO: Pd 5 pg — Mg 3 pg. VOLUME DE SOLUGAO PADRAO: 20 uL E VOLUME

DE MODIFICADOR QUIMICO 5 L.
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TMAH 0,1% m/v Intercept 0.01028 7.57192E-4
TMAH 0,1% m/v Slope 0.00405 1.08217E-4
HNO3 1% v/v Intercept 0.00881 0.00117
HNO3 1% v/v Slope 0.00478 1.08386E-4
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FIGURA 15 - CURVA ANALITICA DE CALIBRAGAO OBTIDA PARA As EM MEIO ACIDO (HNOs 1%

viv) E EM MEIO ALCALINO (TMAH 0,1% m/v). INTERVALO DE CALIB~RAQAO 2,0-10,0 ug L.
MODIFICADOR QUIMICO: Pd 2,5 pg. VOLUME DE SOLUCAO PADRAO: 20 uL E VOLUME DE

Absorbancia Integrada / s

MODIFICADOR QUIMICO 5 pL.
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Adj. R-Square 0.99877 0.99934
Value Standard Error
TMAH 0,1% m/v Intercept -0.00128 5.25689E-4
TMAH 0,1% m/v Slope 0.00719 1.2595E-4
HNO 1% viv Intercept -0.00442 5.01275E-4
HNO 1% viv Slope 0.00649 8.34432E-5
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FIGURA 16 - CURVA ANALITICA DE CALIBRACAO OBTIDA PARA Cd EM MEIO ACIDO (HNOs 1%
v/v) E EM MEIO ALCALINO (TMAH 0,1% m/v). INTERVALO DE CALIBRACAO 2,0 - 6,0 ug L.
MODIFICADOR QUIMICO: Pd 2,5 yg. VOLUME DE SOLUCAO PADRAO : 20 uL E VOLUME DE
MODIFICADOR QUIMICO 5 pL.
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Value Standard Error
TMAH 0,1% m/v Intercept -0.05614 0.01295
TMAH 0,1% m/v Slope 0.1509 0.0041
HNO3 1% v/v ' Intercept -0.03979 0.01786
HNO3 1% v/iv Slope 0.14222 0.00479

As curvas analiticas de calibracdo construidas em meio acido e em meio
alcalino apresentaram sensibilidade semelhantes para todos os elementos estudados.
Um fator muito relevante do método proposto e que indica que esse método apresenta
satisfatoria seletividade para os analitos estudados frente a matriz de analise. Ou seja,
apesar do uso de TMAH no preparo de amostras, esse reagente nao foi necessario
ser empregado quando no preparo da curva analitica de calibracdo. E claro que o
emprego de uma curva analitica externa sé foi possivel devido a uma cuidadosa

otimizagdo da temperatura de pirdlise, onde provavelmente a maior parte dos
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concomitantes foram eliminados, restando apenas o analito a ser quantificado na
etapa de atomizacdo. E isto se deve ao estudo das condigbes instrumentais
empregadas como também o estudo do modificador quimico empregado, e seu nivel
de concentragao adequado, possibilitando um eficiente tratamento térmico da matriz,

como também adequada condicdo de atomizacao de cada analito.

Isto €& desejavel, visto que métodos analiticos que apresentam certa
simplicidade de execucgao e alta frequéncia analitica, sdo geralmente empregados em

laboratorios de analise de rotina.

5.6 LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os limites de detecgdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) do método foram
calculados (TABELA 19) de acordo com a resolugao RE n° 166 da ANVISA e de
acordo com o sugerido por Welz e Sperling (1999), a partir das equacgdes 2, 3,4 e 5
(secdo 4.6.1, pagina 54). O LOD e 0 LOQ do método para Cd e Pb foram determinados
a partir da amostra industrial (extrato de CBD) importada dos Estados Unidos — Pl 01.
Essa amostra foi escolhida por apresentar um aspecto pastoso de dificil manipulagéao
em relagdo as outras amostras e por ndo conterem teores de Cd e Pb que estejam
acima do LOD do método. Para o As os limites foram calculados a partir do branco de
reagente (TMAH 0,1% m/v aquecido a 100 °C em banho maria por 15 minutos), pois
essa amostra contém As acima do LOD do método proposto, ndo sendo considerado

efetivamente um branco analitico.

TABELA 19 - LIMITES DE DETECGAO (LOD) E QUANTIFICAGAO (LOQ) CALCULADOS PARA O
METODO PROPOSTO PARA CADA ANALITO SEGUNDO RESOLUGCAO RE n° 166 DA ANVISA E DE
ACORDO COM WELZ.

Elemento LOD ANVISA LOQ ANVISA LOD WELZ LOQ WELZ
(Mg L) (Mg L) (Mg L) (Mg L)

Pb 1,81 515 1,30 4,94

As 0,45 1,35 0,32 1,22

cd 0,07 0,23 0,05 0,21

O LOD e o LOQ também foram calculados como sugerido por Welz por se
tratar de calculos especificos para a técnica utilizada nesse trabalho (GF AAS). Os
calculos realizados apresentam nivel de confianga de 95% para os limites de deteccao

e quantificacao.
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Pode-se observar que quanto mais sensivel o método desenvolvido, menores
as diferencas existentes entre os valores obtidos de acordo com a ANVISA e o Welz.
Os valores semelhantes corroboram os limites encontrados para o método proposto
de quantificagcao de Pb, As e Cd nos extratos de CBD, solubilizados por TMAH 0,1%

m/v.

Vale ressaltar que o limite de detecgao instrumental € o limite de deteccao
considerando uma matriz totalmente isenta de interferentes quimicos. Ja o limite de
deteccao do método € uma medida mais exata, pois leva em consideracdo o método
de preparo de amostras empregado aliado as condigdes instrumentais utilizadas na
etapa de determinacdo. A regra usada por espectroscopistas é que em geral o limite
de deteccdo do meétodo pode ser cerca de duas a cinco vezes maior do que o limite
de detecgédo instrumental. (THOMSEN; SCHATZLEIN; MERCURO, 2003).

Neste trabalho, o limite de detec¢gao do método foi cerca de 2 vezes maior que
o limite de deteccgao instrumental, tanto para os valores calculados de acordo com a
Anvisa (0,80 ug L' para Pb, 0,40 ug L' para As) como para os valores calculados de
acordo com Welz (0,64 ug L' para Pb, 0,31 ug L' para As). Para Cd, o limite de
deteccgao foi 7 e 5 vezes maior, devido ao limite instrumental consideravelmente baixo
(0,01 pyg L"). Um fator que contribuiu para que o limite de detecgdo do método fosse
maior, foi a utilizagdo do TMAH. O hidréxido de tetrametilamonio € um reagente
alcalino (pH 13,4-14.7) com a férmula quimica (CH3)saNOH mais complexas que dos
acidos que geralmente séo utilizados para digestdo de amostra, podendo produzir
altos valores de brancos (NOBREGA et al., 2006). A ndo decomposicdo total da
matéria organica, visto que uma suspensao era obtida com o preparo de amostras
proposto, é outro fator que influencia em valores maiores do limite de deteccao do

método.

5.7 EXATIDAO E PRECISAO DO METODO PROPOSTO POR GF AAS

Como descrito anteriormente, testes de recuperagao foram realizados em trés
niveis de concentragdo para cada analito em relagdo ao intervalo da curva analitica
de calibragdo, para isso, utilizou-se a equagédo 6 (segdo 4.6.3, pagina 56). Os

resultados podem sem observados na tabela 20.
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TABELA 20 - VALORES DE RECUPERAGAO OBTIDO PARA EXTRATO DE CBD SOLUBILIZADO
EM MEIO DE TMAH 0,1% m/v. MEDIA + O DESVIO PADRAO, N=3. SENDO VE = VALOR ESPERADO
PELA FORTIFICAGAO OU DILUIGAO DA AMOSTRAS E VD= VALOR DETERMINADO APOS A
FORTIFICAGAO OU DILUICAO DA AMOSTRA.

Analito Amostra Teor VE VE VD VE VD
(MgL")  (vgL") (ugL’) (ugL"') (ugL") (ugL") (ugL™)
As PIO1—1 3,81 2,24 5,43 4,95 8,66 8,27
PIO1-2 3,97 1,98 4,85 4,94 8,22 8,43
PIO1-3 3,60 1,80 5,24 5,82 8,52 8,36
REC (%) 91+ 11 101 + 10 99 + 4
cd PIO1—1 0,68 2,68 2,63 4,68 4,93 6,68 6,56
PIO1-2 0,64 2,64 2,46 4,64 517 6,64 6,49
PIO1-3 0,62 2,62 234 4,62 4,99 6,62 6,70
REC (%) 94+5 108,19 + 3 99 + 2
Pb PIO1—1 - 5,00 4,92 9,00 8,48 13,00 13,39
PI01-2 - 5,00 4,46 9,00 9,28 13,00 12,21
PIO1-3 - 5,00 4,15 9,00 8,61 13,00 12,76
REC (%) 90+8 98+5 98 +5

Os valores de recuperagao se encontram dentro do estabelecido pela

Comunidade Europeia estando em torno de 80 — 120 %.

A precisao foi avaliada através da repetitividade dos experimentos de

recuperacao, de acordo com a equacao 7. Os valores de RSD obtido para cada

amostra se encontram abaixo de 7% (TABELA 21) indicando boa precisdo do método

proposto.

TABELA 21 - VALORES DE RSD (%) OBTIDOS A PARTIR DOS TEORES ENCONTRADOS PARA O

TESTE DE RECUPERACAO DETERMINADOS PARA OS TRES NIVEIS DE CADA ANALITO.

Analito  Amostra RSD (%) RSD (%) RSD (%)

=(2pg L) = (5pg L) =(9pg L)
As PI 01— 1 3,53 1,79 0,71
PIOT-2 5,38 2,05 1,23
PIOT-3 2,55 1,54 0,95

=(2pg L) = (4pg L) = (6pg L)
Cd PI01—1 0,71 0,80 0,71
PIOT-2 5,34 1,92 1,21
PIOT-3 4,27 1,72

1,78

= (5pg L) = (9pg L) = (13 g L")
Pb PI01—1 3,66 3,48 3,22
PI0O1-2 6,23 0,95 3,26
PIO1-3 2,25 6,80 3,34
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5.8 ANALISE DAS AMOSTRAS DE EXTRATO DE CBD POR GF AAS

As amostras de extrato de CBD foram analisadas a fim de se avaliar a
presenca, bem como o teor dos elementos quimicos considerados néo essenciais
como: Pb, As e Cd. Na analise por ICP OES, as amostras foram nomeadas de acordo
com a sua forma de producdo, sendo mantidas as nomenclaturas citadas
anteriormente.Desta forma, extratos de CBD nomeados de (Pl) foram produzidos por
industrias de suplementos alimentares obtidos a partir da planta Cannabis Sativa ou
de associagdes de apoio a Cannabis Medicinal, e os extratos de CBD produzidos de

forma artesanal, nomeados de (PA).

Para melhor compreensdo, as amostras foram divididas em dois grupos,

sendo eles, amostras pastosas e amostras liquidas (FIGURA 17).

FIGURA 17 - EXTRATOS DE CBD ANALISADAS PELO METODO PROPOSTO POR GF AAS.
EXTRATOS DE CBD A ESQUERDA DE ASPECTO LIQUIDO E DA DIREITA DE ASPECTO
PASTOSO.

Amostras Liquidas Amostras Pastosas

A maior parte das amostras foram preparadas em triplicatas com excegao das
amostras PI1 09, PI 10, Pl 11 e Pl 12 que foram preparadas em duplicatas por estarem

em pequena quantidade. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 22.
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TABELA 22 - TEORES DOS ELEMENTOS QUIMICOS (As, Cd E Pb) QUANTIFICADOS POR GF AAS
EM DIFERENTES EXTRATOS DE CBD SOLUBILIZADOS EM MEIO DE TMAH 0,1% m/v. (MEDIA +
DESVIO PADRAO, n=3).

Amostras As (Mg Kg') As(ugg')* Cd(ugKg') Pb(ugKg')

Pl 01 0,90 + 0,06 0,0009 + 5x105 <LOQ <LOQ
Pl 02 <LOQ <LOQ <LOQ
PA 04 <LOQ <LOQ <LOQ
PA 05 <LOQ <LOQ <LOQ
PA 06 <LOQ <LOQ <LOQ
PA 07 <LOQ <LOQ <LOQ
PA 08 <LOQ <LOQ <LOQ
PA 09 <LOQ <LOQ <LOQ
PA 10 0,60 + 0,08 0,0006 + 8x10% <LOQ <LOQ
PA 11 <LOQ <LOQ <LOQ
PA 12 <LOQ <LOQ <LOQ

* unidade das agéncias reguladoras ANVISA e FDA
LOQ (ugg')—Pb=1,29x 103, Cd =5,75x10° e 3,38 x 10+

Somente as amostras Pl 01 e PA 10 apresentaram teor de arsénio acima do
limite de quantificacdo. Esses valores foram comparados aos limites maximos
preconizados pelas agéncias reguladoras (FDA e ANVISA) e se encontram dentro do

aceitavel para medicagao por via oral que corresponde a 1,5 ug g™'.

Os teores determinados nesse estudo foram comparados a outros trabalhos
da literatura que avaliaram o teor de As, Cd e Pb nas plantas Cannabis Sativa. Os
teores encontrados nos extratos de CBD utilizados para fins terapéuticos sdo menores
que os teores encontrados nas folhas e sementes da planta para As, Cd e Pb de
acordo com o reportado por Eboh e Thomas (2005), onde nas folhas o teor foi de
13,60, 4,40 e 1,58 ug g! e nas sementes de 7,48, 2,40 e 0,42 ug g' de As, Cd e Pb
respectivamente. Khan et al. (2013) determinou os teores de Cd e Pb também em
plantas da espécie Cannabis Sativa sendo um teor médio de Cd 3,41 ug g e de Pb
6,37 ug g'. Assim sendo, os resultados obtidos demonstram que, em relagédo a
composigao inorganica, os extratos de CBD nao oferecem risco a saude das pessoas

que os utilizam para o tratamento de diversas doencgas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos por ICP OES foram satisfatérios para os elementos
quantificados, com excecdo do Ba e Cr. Os demais elementos quantificados
apresentam funcdes nutricionais importantes para as plantas e também para os seres
humanos desde que estejam dentro dos limites estabelecidos pelas agéncias

reguladoras, o que pode ser verificado nos produtos a base de CBD.

A solubilizagdo alcalina, empregando o reagente TMAH se mostrou uma
interessante estratégia de preparo de amostras para a extragdo de espécies
inorganicas em amostras de 6leos e produtos (medicamentos) a base de CBD. Este
preparo foi possivel devido a utilizacdo do planejamento fatorial, que norteou os
experimentos de acordo com os efeitos de cada variavel e das interagées entre elas,
obtendo-se assim, uma condicdo de compromisso entre temperatura, concentracao

de TMAH e extracido do analito.

Os resultados obtidos para as figuras de mérito avaliadas: LOD; LOQ,
exatidao e precisdo para os métodos analiticos de quantificacéo de Pb, As e Cd por
GF AAS foram considerados satisfatérios, apresentando valores de exatiddo em torno
de 80 a 120 %, boa linearidade, baixos valores de LOD e LOQ e valores de RSD
satisfatérios. Além do que o método desenvolvido por GF AAS apresentou adequada
seletividade sendo possivel empregar uma curva analitica de calibracdo externa
facilitando a execugcdo do método sem a necessidade de consumo de amostras ou
mesmo do reagente TMAH. Isto s6 foi possivel devido a uma cuidadosa otimizagéo
dos parametros instrumentais, Temperatura de Pirdlise e de Atomizagado de cada

analito.

As amostras preparadas por meio da solubilizagao alcalina e analisadas por
GF AAS, apresentaram teores seguros de Pb, As e Cd, nao ocasionando riscos a
saude humana. Como ainda hoje ndo ha nenhum estudo relacionado ao tema desse
trabalho, conclui-se que o presente trabalho se mostrou promissor para um melhor
conhecimento do perfil quimico inorganico desses novos farmacos, permitindo um

monitoramento dos elementos quimicos nao essenciais, Pb, As e Cd.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas de estudo nas amostras extratos de CBD, sugere-se:

- Realizar uma varredura também por ICP-MS desses extratos para uma elucidacao

completa dos elementos que a compde em nivel ug L' angL”;

- Analisar os extratos de CBD por ICP-MS para certificacdo dos teores de As
encontrados pelo método proposto, bem como avaliar a possivel presenca de Pb e

Cd nesses extratos;

- Avaliar o desempenho do ICP—-MS quando utilizado o TMAH na etapa de preparo de

amostras juntamente com radiagéo assistida por micro-ondas;

- Realizar estudos de bioacessibilidade para a avaliacdo da fragao biodisponivel dos
elementos quimicos essenciais como: Mn, Zn, Cu, entre outros. Esses estudos serao
conduzidos em parceria com a profa. Solange Cadore, o qual dispde de toda

infraestrutura necessaria para o seu desenvolvimento.

Visa-se a utilizagdo do ICP-MS por ser a técnica com maior sensibilidade
disponivel no mercado até o presente momento, sendo capaz de quantificar

elementos em concentragdes ng L' (ppt)
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ANEXO 1

(Curvas de Calibragao Analitica por ICP OES)
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ANEXO 2
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(Programas de Aquecimento desenvolvidos no GF AAS)

PROGRAMA DE AQUECIMENTO DESENVOLVIDO NO GF AAS PARA A DETERMINAGAO DE Pb
NAS SUSPENSOES OBTIDAS DOS EXTRATOS DE CBD EM MEIO ALCALINO (TMAH 0,1% m/v).
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PROGRAMA DE AQUECIMENTO DESENVOLVIDO NO GF AAS PARA A DETERMINAGAO DE As
NAS SUSPENSOES OBTIDAS DOS EXTRATOS DE CBD EM MEIO ALCALINO (TMAH 0,1% m/v).
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PROGRAMA DE AQUECIMENTO DESENVOLVIDO NO GF AAS PARA A DETERMINAGAO DE Cd
NAS SUSPENSOES OBTIDAS DOS EXTRATOS DE CBD EM MEIO ALCALINO (TMAH 0,1% m/v).
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