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RESUMO

ESTRATEGIAS ESPECTROANALITICAS PARA ANALISE QUIMICA
INORGANICA DE PLANTAS MEDICINAIS

Este trabalho de tese descreve o desenvolvimento de procedimentos analiticos
baseados em analise direta de sodlidos para espectrometria de absorgao atdmica
com fonte continua e alta resolugdo em forno de grafite (SS-HR-CS GF AAS) e
solugbes aquosas em chama (HR-CS F AAS), espectrometria de emissédo atémica
com filamento de tungsténio (WC AES), analise por diluicdo de padrdo para
espectrometria de emissao Optica com plasma acoplado indutivamente (SDA ICP
OES) e espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente e
configuragdo tandem (ICP-MS/MS) para analise quimica inorganica de plantas
medicinais. No primeiro estudo, avaliou-se a SS-HR-CS GF AAS para determinagéao
de Cr, Ni e V. Usando-se um programa de aquecimento do forno de grafite com
etapa adicional de pirdlise assistida por ar e uso de modificador Mg(NO3), para Cr,
foi possivel o emprego da calibragdo com padrées aquosos para a analise das
amostras sélidas. Limites de deteccéo de 3, 18 e 7 ng g' foram obtidos para Cr, Ni e
V, respectivamente. Por se encontrar em concentragoes elevadas nas amostras, Al
foi determinado por HR-CS F AAS e apresentou LOD de 10 pg L™". Para os estudos
envolvendo a determinacao simultanea de Al, Cr e V por WC AES, foi desenvolvido
um novo metodo para monitoramento da temperatura do atomizador a fim de
possibilitar o emprego de programas de aquecimento com melhor precisédo e
controle. O uso de filamentos condicionados, modificadores quimicos para aumento
de sensibilidade e etapa de pirdlise forneceram menores limites de detecgéo (0,1 mg
g Al,9 ug g’ Cre 13 ug g"' V) e melhor precisdo. Em outro estudo, avaliou-se o
desenvolvimento e aplicagdo de um novo método de calibragdo denominado analise
por diluicdo de padréo (SDA) para determinagéo de Al, Ca, Fe, Mg, Mn e Zn por ICP
OES. A SDA combina os beneficios de compatibilizagdo de matriz da calibragdo por
adicdo de padrdao e de corregcdo de interferéncias da padronizagédo interna, de
maneira eficiente e sem quaisquer modificagdes instrumentais. O procedimento

apresenta elevada frequéncia analitica e é aplicavel para analises de rotina. A SDA
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foi comparada com diferentes métodos convencionais de calibragdo na analise de
CRMs, nos quais recuperacgdes entre 88 - 112 % foram obtidas pelo método
proposto. Os limites de deteccdo do método foram de 2 (Al) ; 0,1 (Ca) ; 0,02 (Mg) ;
0,3 (Fe), 0,1 (Mn) e 0,1 ug g (Zn). Por fim, foi avaliado o desempenho do ICP-
MS/MS na determinacgao de As, Cd, Cr, Ni, Pb e V em medicamentos fitoterapicos.
Utilizando-se a configuragdo MS/MS, o sistema octapolar de reagao pressurizado
com oxigénio e a detecgao de oxidos para As e Cr, obtiveram-se resultados com boa
exatidao e precisdo. Nesses casos, limites de detecgdo de 10 (As); 0,2 (Cd); 8 (Cr);
8 (Ni); 3 (Pb) e 2 ng g (V) foram obtidos.
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ABSTRACT

SPECTROANALYTICAL STRATEGIES FOR INORGANIC CHEMICAL
ANALYSIS OF MEDICINAL PLANTS

This thesis describes the development of analytical procedures based on direct solid
analysis by high-resolution continuum source atomic absorption spectrometry in
graphite furnace (SS-HR-CS GF AAS) and aqueous solutions by flame (HR-CS F
AAS), tungsten coil atomic emission spectrometry (WC AES), standard dilution
analysis for inductively coupled plasma optical emission spectrometry (SDA ICP
OES) and inductively coupled plasma mass spectrometry with a tandem mass
spectrometer (ICP-MS/MS) for inorganic chemical analysis of medicinal plants. In the
first study, SS-HR-CS GF AAS was evaluated for the determination of Al, Cr, Ni and
V. The development of an atomizer heating program with an additional air-assisted
pyrolysis step and use of chemical modifier for Cr, makes feasible the use of
calibration with aqueous standards for solid sample analysis. Limits of detection of 3,
18 and 7 ng g were obtained for Cr, Ni and V, respectively. Aluminum was
determined by HR-CS F AAS due to its high content in the samples, and presented a
LOD of 10 ug L™. For studies involving the determination of Al, Cr and V by WC AES,
it was developed a new method for atomizer temperature monitoring, in order to
perform more accurate and controllable heating programs. The use of conditioned
coils, chemical modifiers for sensitivity enhancement and a pyrolysis step produced
lower limits of detection (0.1 mg g Al, 9 pg g" Cr and 13 pg g”' V) and better
precision. In another study, it was evaluated the development and application of a
new calibration method called standard dilution analysis (SDA) for the determination
of Al, Ca, Fe, Mg, Mn and Zn by ICP OES. SDA combines the benefits of matrix
matching as in the standard additions method, and the correction of interferences
similarly to internal standardization approach without any instrumental modifications.
The procedure has high sample throughput and it is suitable for routine analysis.
SDA was compared to different conventional calibration methods for CRMs analysis
and recoveries in the 88 - 112 % range were obtained by the proposed method.
Limits of detection of 2 (Al) ; 0.1 (Ca) ; 0.02 (Mg) ; 0.3 (Fe), 0.1 (Mn) and 0.1 ug g™
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(Zn) were obtained. In the last study, it was evaluated the performance of ICP-
MS/MS for As, Cd, Cr, Ni, Pb and V determination in phytotherapic drugs. By using
the MS/MS configuration, oxygen in octopole reaction system (ORS) and oxide
detection for As and Cr, results with good accuracy and precision were obtained. In
these cases, limits of detection of 10 (As); 0.2 (Cd); 8 (Cr), 8 (Ni), 3 (Pb) and 2 ng g’

(V) were obtained.
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INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Plantas medicinais e legislagao

O uso de plantas para cura de males e doengas € quase tdo antigo quanto
a propria histéria da humanidade. Os homens primitivos se alimentavam de
determinadas plantas ou de seus constituintes (raizes, caules, folhas, frutos e
sementes), e observavam suas agdes e efeitos tanto téxicos como curativos.’ Devido ao
uso medicinal de plantas estar por muito tempo agregado a praticas misticas,
ritualisticas e magicas, ha grande dificuldade para estabelecer sua evolu¢gdo ao longo
do tempo. Os primeiros registros histéricos remontam ao ano 3000 a.C. na China, onde
as primeiras farmacopéias comegaram a ser registradas e compiladas.?

Na medicina moderna, plantas medicinais sao definidas como plantas que
contém substancias pro-ativas com propriedades terapéuticas (tratamento de
enfermidades), profilaticas (prevengdo de doengas) e paliativas (amenizagdo de
sintomas). A fitoterapia (do grego therapeia = tratamento e phyton = vegetal) é o estudo
das plantas medicinais e suas aplicagdes na cura de doencas.’ Essas plantas sdo
geralmente utilizadas em tratamentos alternativos de baixo custo na forma de chas, da
prépria planta seca ou como fitoterapicos, que sédo descritos como medicamentos
obtidos a partir de plantas medicinais empregando-se exclusivamente derivados de
droga vegetal (extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato, suco, e outros). Os fitoterapicos,
assim como todos os medicamentos, devem ter composicdo padronizada, oferecer
garantia de qualidade e ter a seguranca e seus efeitos terapéuticos comprovados.*

Plantas medicinais sao reatores bioldgicos capazes de sintetizar uma
grande variedade de compostos quimicos que desempenham fungdes bioldgicas
importantes no organismo. Apesar de bem-intencionado, seu uso nao € isento de risco,
devendo ser considerada a mesma cautela requerida a qualquer outro medicamento.®
Além do principio ativo terapéutico, a planta pode conter outras substancias téxicas
provenientes de contaminagao por agrotéxicos6 ou metais.” A concentracdo de um
elemento nutriente ou toxico em uma planta varia de acordo com a espécie vegetal, seu
estagio de crescimento, estado nutricional e outras condigbes que influenciem a
translocacédo do elemento do solo ao tecido vegetal.8 Todo principio ativo terapéutico e

produtos secundarios (dentre esses os elementos essenciais e toxicos) apenas sao
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benéficos dentro de um estreito intervalo de concentragdo, sendo que abaixo desse
patamar o efeito € insignificante e acima passa a ser toxico. Como a biodiversidade
vegetal brasileira € vasta, a variagcdo na composi¢cdo elementar de plantas medicinais
pode ser muito grande.

E estimado que 80% da populacdo mundial utiliza plantas medicinais ou
preparacdes como atencdo primaria de saude.® Com o objetivo de garantir a populagéo
brasileira 0 acesso seguro a plantas medicinais e fitoterapicos, promover o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional, foi aprovado em 22 de junho 2006 o Decreto 5.813 instituindo o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos.® Adicionalmente, foi instituida a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude (SUS)
através da Portaria Ministerial n°® 971 de 03 de maio de 2006, com os objetivos de
estimular mecanismos naturais de prevengao e recuperagdo da saude, integrar o ser
humano com o meio ambiente e promover alternativas inovadoras e socialmente
contributivas ao desenvolvimento sustentavel.’® Os documentos de ambas as
legislagdes descrevem detalhadamente os objetivos, metas, diretrizes, defini¢des,
prazos, responsabilidades, entre outros aspectos da implantacdo e gestdo dessas
politicas publicas.

Com o intuito de assegurar o controle de qualidade de plantas medicinais
e fitoterapicos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 9 de margo de
2010 através da Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 10 instituiu o marco
regulatério para produgéo, distribuicdo e uso de plantas medicinais, de modo a garantir
e promover a seguranga, a eficacia e a qualidade no acesso a esses produtos.’® Em
seu Anexo 1, sdo dispostas informagdes acerca de nomes cientifico e popular, parte da
planta utilizada, forma de uso, posologia, indicagdes de uso, contraindicagdes, reacdes
adversas e referéncias para consulta."

Mais recentemente em sua Instrugcdo Normativa n° 4 de 18 de junho de
2014, sao descritos os procedimentos para requerimento de registro de medicamentos
fitoterapicos.'? Anexo a esse documento, no item 2.4 Testes de Pureza e Integridade, é
disposta a necessidade da determinacdo de elementos potencialmente toxicos e
também seus limites maximos permitidos de acordo com os Métodos Gerais da

Farmacopeia Brasileira.” Vale a pena ressaltar que as concentracdes de elementos
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essenciais ou téxicos podem variar também de acordo com a forma de preparagao e
administragcdo empregada pelo usuario de plantas medicinais.

Embora seja possivel afirmar que problemas de saude ocasionados pela
exposicdo a metais potencialmente téxicos em plantas sejam uma realidade, a
extensdo do problema ainda nao foi devidamente estudada para plantas medicinais.
Através das politicas nacionais, o acesso da populacao brasileira a plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos € uma realidade e tende a aumentar. Sendo assim, é
indispensavel o estabelecimento de procedimentos analiticos para conhecimento da
composigcao inorganica dessas plantas, a fim de garantir o monitoramento de sua

qualidade.

1.2 Analise de plantas medicinais por técnicas
espectrométricas

E descrita na literatura uma extensa quantidade de trabalhos envolvendo
a determinagdo de elementos-tragco e majoritarios em plantas medicinais utilizando
diversas técnicas espectroanaliticas, como espectrometria de absor¢ao atdémica em
chama (F AAS) e forno de grafite (GF AAS), espectrometria de emissédo 6ptica com
plasma acoplado indutivamente (ICP OES), espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS), analise por ativagdo neutrénica instrumental (INAA),
fluorescéncia de raios-X (XRF) e outras. Em virtude disso, a presente revisao tem como
objetivo enfatizar os trabalhos mais recentes e relevantes destacando-se diferentes
estratégias e métodos analiticos para analise quimica inorganica de plantas medicinais.

KOLASANI e colaboradores' determinaram as concentracdes de Ca, Fe,
K, Mg, Mn, Na, e Zn em 50 amostras de plantas medicinais de origem chinesa
utilizando F AAS com chama ar/acetileno. O preparo de amostra foi feito por digestao
acida em sistema aberto e os autores utilizaram ferramentas quimiométricas para
separacao e classificagcdo de acordo com as concentragdes encontradas para os macro
e micronutrientes. Concentracdes médias entre 1,04 e 30,0 mg g™’ para Ca, Fe, K e Mg
e entre 72 e 281 ug g’ para Mn, Na e Zn foram determinados nas amostras. BECHLIN

et al."®

utilizaram as estratégias de absorbancia integrada no comprimento de onda
(WIA) e somatdrio de sinais de absorbancia para incremento de sensibilidade para

determinacgéo de B, P (via molécula de PO) e S (via molécula de CS) em 12 amostras
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digeridas de plantas medicinais por espectrometria de absor¢do atbmica com fonte
continua e alta resolugdo em chama (HR-CS F AAS) utilizando chama acetileno/6xido
nitroso. A integracdo com 3 a 5 pixels foi eficiente para aumento de sensibilidade,
porém, o ganho em limite de deteccdo (LOD) foi limitado. O uso do somatdério de linhas
proporcionou uma ligeira redugao em LOD apenas para P e S. As amostras analisadas
apresentaram concentracdes entre 19,4 - 34,5 mg kg™ ' B, 719 - 3910 mg kg™ ' P e 1469
-7653 mg kg™ ' S.

No trabalho de OKATCH e colaboradores™ foi desenvolvido um
procedimento para monitoramento de elementos toxicos como As, Cr, Ni e Pb em
amostras de plantas medicinais de regides africanas utilizadas no combate de doencas
oportunistas associadas a AIDS. Os autores encontraram concentragdes de 0,19 -
0,54 ugg™' Cd (LOD = 0,16 ugg™"), 0,15-1,27 ugg™' Cr (LOD = 0,08 ugg™'), 0,09 -
0,21 ugg™ ' Ni (LOD =0,06 uygg™ ) ede 0,12-0,23 ugg™' Pb (LOD = 0,03 yg g™") por F
AAS nos digeridos das amostras, sendo que os valores determinados foram menores
do que os niveis permitidos pela OMS. LIU et al'” propuseram um método para
determinacao simultdnea de As e Se total por espectrometria de fluorescéncia atdmica
com geragao de hidretos (HG AFS) apds digestdo em sistema com aquecimento
assistido por radiagao micro-ondas. Os autores utilizaram meio de HCI e acido tartarico
para favorecer a geragdo simultdnea dos hidretos de As e Se. As concentragbes
maximas determinadas foram de 0,53 pg g As (LOD = 0,13 pyg L™) e 0,21 ug g'Se
(LOD = 0,13 ug L ™).

KOLACHI et al.'® estudaram procedimentos de extracdo aquosa para
determinagdo de Se em plantas medicinais por GF AAS com mistura Pd/Mg como
modificador quimico. O procedimento consistiu na adigdo de 25 mL de agua a 1,0 g da
amostra e posterior extragdo em chapa de aquecimento a 80 °C com tempo variavel
entre 10 e 60 min para extragdo convencional, ou ainda utilizando um sistema com
aquecimento assistido por micro-ondas com tempo variavel entre 0,5 e 5 min. Apos
filtragdo, a analise de amostras enriquecidas mostrou boas recuperagdes apos 40 min
de extracdo convencional e 2 min de extracdo assistida por micro-ondas, sendo que
para ambos os procedimentos ndao houve diferengas significativas ao nivel de 95% de
confianga. As amostras foram também digeridas para determinacdo de Se total e

residual. Teores totais de 4,8 — 9,6 ug g™, extraiveis de 1,1 a 2,2 ug g~ e residuais de
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3,2 a 76 ug g' Se foram determinados nas amostras. KALNY e colaboradores

utilizaram GF AAS para determinar Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb e Zn em materiais de
referéncia certificados (CRMs) e plantas medicinais digeridas em forno de micro-ondas
e suas infusbes em agua fervente. Para Ba e Pb foi utilizado como modificador a
mistura (NH4),HPO, + Mg(NO3), e para Ni foi utilizado Pd(NO3),. Em geral, as
eficiéncias de extracdo foram baixas para a maioria dos elementos e amostras
estudados, sendo geralmente maiores que 50% apenas para Ni e Zn. As concentragdes
maximas determinadas em digeridos foram de 72,6 ug kg™ Ba, 0,68 pg kg™ Cd, 0,91 ug
kg" Cr, 9,49 ug kg™ Cu, 522 ug kg™ Fe, 11,3 pg kg™ Ni, 1,51 pg kg™ Pb e 221 pg kg™
Zn.

REGO e colaboradores® propuseram um procedimento baseado na
analise direta de solidos acoplada a HR-CS GF AAS para determinagdo de Pb em
CRMs e amostras de plantas medicinais. Os autores estudaram o uso dos
modificadores convencionais NH4H2PO4, Pd(NO3),, PA(NO3), + Mg(NO3), e plataforma
modificada permanentemente com W. Foi avaliada a possibilidade de calibracao
aquosa através de pirdlise assistida por ar e a influéncia dos modificadores no
comportamento térmico, sensibilidade e precisao para Pb em meios aquoso e sdlido.
Foi avaliada também a homogeneidade das amostras e a massa minima estimada foi
de 0,1 mg. As concentragdes determinadas nas amostras variaram entre 0,30 e 1,94 ug
g’ com LOD de 24 ng g" e precisdo melhor do que 10%. FORTUNATO et al.?!
propuseram um método utilizando amostragem por suspensdes para determinagao
simultanea de Cd e Pb por LS GF AAS utilizando Ir como modificador permanente. As
suspensodes foram preparadas adicionando-se 10 mL de solugéo 0,2 % HNO3 + 0,05 %
Triton X-100 (v/v) a 50 mg de amostra pulverizada em moinho criogénico. Suspensdes
preparadas a partir de CRMs com concentracdo entre 0,5 e 2,5 % (m/v) foram
estudadas, sendo as melhores recuperagdes para Cd e Pb obtidas com a menor massa
avaliada. Foram determinadas concentracdes de Cd entre 0,19 e 0,34 ug g~ (LOD =
0,12 ug L") e de Pb entre 1,02 e 1,91 pg g (LOD = 1,22 pyg L ) nas amostras com
RSD menor que 5,3%.

No trabalho de BARTHWAL et al.?? foi estudada a bioacumulacdo de
metais potencialmente toxicos como Cd, Cr, Ni e Pb em solos e plantas medicinais de

areas ambientais distintas como: area de trafego pesado (AT), industrial (Al) e



Capitulo 1 7

residencial (AR), analisando-se amostras digeridas em sistema aberto com bloco
digestor por ICP OES. De modo geral, para uma mesma amostra, as concentragdes
dos metais determinados em solo e plantas seguem a ordem AT > Al > AR. A
acumulacao de Pb em plantas com relagdo a concentragdo encontrada no solo é maior
para areas que sofrem maior agéo antropica (AT e Al) do que em areas residenciais. As
concentragdes médias determinadas em solos e plantas variaram entre 0,1 - 1,8 ug g'1
Cd, 02 -24ugg' Cr,05-25pug g’ NieO4-45pugg' Pb. GOMEZ et al.®®
reportaram em seu trabalho a determinacdo de Al, Cr, Fe e V por ICP OES com
nebulizador ultrassénico e de Cd, Co e Pb por GF AAS utilizando NH4H,PO4 como
modificador quimico (para Cd e Pb apenas) em folhas, flores, chas, tinturas e tabletes
de Hypericum perforatum, utilizada em tratamentos contra depressdo. As
concentragdes determinadas nas amostras liquidas (tinturas e chas) foram geralmente
menores que os LODs para Cd (0,008 ug L™") e Co (0,15 pg L™ e para os digeridos de
amostras sélidas (folhas, flores e tabletes), variaram entre 0,05 - 0,26 ug g™ Cd e 0,09 -
0,3 ug g”' Co. Para Al (LOD = 0,3 ug L"), Fe (LOD = 0,2 ug L"), Pb (LOD = 0,06 pg L™
e V (LOD = 0,05 ug L™, as concentragdes determinadas nas amostras variaram entre
1,2-17,7; 7,4 -451; 0,21 - 16,9 e 1,6 - 30 g g'1, respectivamente. As concentragoes
de Cr ficaram abaixo do LOD (0,2 ug L") para todas as amostras analisadas.
PYTLAKOWSKA et al.** determinaram a composicdo inorganica de 12
amostras de plantas e suas infusdes utilizando ICP OES. As amostras solidas foram
preparadas utilizando digestao por via seca e posterior solubilizagdo em HCI, ao passo
que as infusdes foram preparadas adicionando-se agua fervente a 2 g de amostra e
deixando-as em contato por 10 e 30 min para verificar a eficiéncia de extragao. A partir
dos resultados obtidos para os elementos estudados, foi feita a classificagdo em 3
grupos: i-) altamente extraiveis (>55%): K, ii-) moderadamente extraiveis (20-55%): B,
Cu, Mg, Na, P e Zn e iii-) pouco extraiveis (<20%): Al, Ba, Ca, Fe, Mn e Sr. O
decréscimo na concentragcdo de alguns elementos em infusées por 30 min foi
observado e foi atribuido a formagao de complexos com substancias orgéanicas, baixa
solubilidade e processos de hidrolise (infusées com pH entre 5,2 e 6,5). ARUMUGAM et
al.?® investigaram a utilizagdo de ferramentas de analise multivariada para estabelecer a
diferenciacéo e classificacédo de drogas vegetais de acordo com as concentragdes de
Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb e Zn determinados por ICP OES e de Na e K por
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fotometria de chama (FP). As amostras foram digeridas utilizando sistema aberto com
chapa de aquecimento e as concentragdes médias determinadas foram de 84,3 mg kg'1
Al, 0,25 mg kg™ Co, 7,6 mg kg™ Cr, 1,1 mg kg™ Cu, 131,6 mg kg™ Fe, 555,5 mg kg™ K,
312,3 mg kg’ Mg, 7,4 mg kg”' Mn, 400,7 mg kg™ Na, 0,34 mg kg™ Ni, 2,04 mg kg™ Pb,
2,3 mg kg”' Zn e <LOD para Cd. O uso das andlises de componentes principais (PCA) e
hierarquica de clusters (HCA) foi eficiente para diferenciacdao e classificacdo das
amostras de acordo com o perfil dos elementos analisados.

LOZAK e colaboradores® reportaram a determinacdo de Ba, Cd, Co, Cr,
Cu, [, Li, Mg, Mn, Ni, Pb, Se, Sn, Sr, Ti, V e Zn por ICP-MS e de Ca e Fe por GF AAS
em 2 amostras de plantas medicinais digeridas com auxilio de radiagdo micro-ondas e
em infusdes. De acordo com as concentragbes encontradas nas amostras, 0s
elementos podem ser divididos em 3 grupos: a-) majoritarios: Ca, Fe, Mg e Mn com
concentracdes entre 188 - 15331 mg kg™ (total) e 27 - 2871 mg kg™ (extraiveis); b-)
minoritarios: Ba, Cu, Ni, Pb, Sr, Ti e Zn, com concentracdes entre 2,4 e 51 mg kg™
(total) e 2,3 a 6,3 mg kg™ (extraiveis); e c-) traco: As, Cd, Co, Cr, |, Li, Se e V, com
concentragdes entre 0,09 e 0,9 mg kg™ (total) e 0,008 e 0,4 mg kg™ (extraiveis). Os
limites de deteccdo variaram entre 0,008 e 0,00001 mg kg~ para Ca e Co/Cd,
respectivamente. LIN & JIANG " avaliaram a determinacdo de As, Cr, Hg e Pb por ICP-
MS com vaporizagao eletrotérmica (ETV) e introdugdo de amostra na forma de
suspensdes homogeneizadas com sonda ultrassénica. Os autores utilizaram 8-
hidroxiquinolina como modificador para incremento do sinal analitico e analisaram
CRMs de plantas para validacdo do procedimento. Para efeitos de comparacao as
amostras foram analisadas utilizando-se adicdo de analito em suspenséo 0,5% (m/v)
por ETV-ICP-MS e utilizando calibragcdo externa e nebulizagdo pneumatica por USN-
ICP-MS para amostras digeridas utilizando sistema de micro-ondas. Ambos os métodos
foram considerados estatisticamente semelhantes ao nivel de 95% de confianca.
Concentracdes entre 0,18 - 0,40 ugg~' As (LOD = 0,3 ng g ), 0,015 - 0,10 ugg™' Cd
(LOD=0,1ngg"),0,01-0,24 pgg'Hg (LOD=0,1ngg’),0,33-4.1 ugg ' Pb (LOD =
0,2 ng g') foram determinados pelo método proposto.

BU e colaboradores® determinaram Al, Ca, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn,
Ni, V e Zn em suplementos alimentares a base de plantas por ICP-MS com setor

magnético (SF) e introducdo de amostra por ablagdo a laser (LA) ou nebulizagdo
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pneumatica (SN), apos digestdo em sistema fechado com aquecimento assistido por
radiagdo micro-ondas. Para LA, as amostras foram pastilhadas e mapeadas em linha a
uma taxa de 30 um min™", utilizando um laser Nd-YAG (A=213 nm), com frequéncia de
20 Hz e didametro de feixe de 100 ym. Para o ICP-MS foi utilizado o modo de baixa
resolucdo (m/Am = 400) e *C foi monitorado como padrao interno. Limites de detecgao
para LA ICP-MS (entre 1,5 - 2450 ug kg™') foram de 3 a 2750 vezes maiores do que 0s
obtidos para com SN-ICP-MS (entre 0,02 e 6,9 pg kg'), sendo atribuido & menor
quantidade de amostra inserida no plasma em LA. As amostras analisadas pelos dois

1.2° utilizaram a técnica de

métodos apresentaram boa correlagdo. NOOKABKAEW et a
ICP-MS para determinacdo de 19 elementos em 3 amostras de plantas medicinais
tailandesas digeridas com assisténcia de radiacdo micro-ondas e suas infusdes. As
concentragdes médias totais e % de extragdo encontrados para os elementos
essenciais Ca, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Se, Zn e V variaram entre 0,032 (Se) -
21048 (Ca) mg kg, com eficiéncia de extragdo entre 1,4 e 75,6% para V e Mg,
respectivamente. Para elementos ndo essenciais como Al, As, Ba, Cd, Hg, Sb, Sr e Pb,
as concentragbes variaram entre 0,001 (Sb) a 2014 (Al) mg kg' e apresentaram
eficiéncia de extracdo entre 1,5 e 53,8% para Al e Sr, respectivamente. Os autores
verificaram que as concentragdes determinadas ficaram abaixo dos niveis de seguranca
para o consumo humano.

Apesar da grande quantidade de trabalhos descrevendo a analise quimica
inorgénica de plantas medicinais, ainda ha uma demanda crescente pelo
desenvolvimento de métodos sensiveis, simples, exatos, precisos e de baixo custo
relativo para esses tipos de amostras. Outras técnicas espectroanaliticas como analise
por ativacdo neutrdnica instrumental (INAA)**? e espectrometria com fluorescéncia de
raios-X (XRF),*** vém sendo utilizadas nos Ultimos anos para a determinagdo de
elementos essenciais e toxicos em plantas medicinais. Essas, porém, ndo serao

discutidas neste trabalho.
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OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos desta tese sao:

» Auvaliar diferentes procedimentos de preparo de amostras para analise de plantas
medicinais;

» Desenvolver procedimentos utilizando diferentes técnicas analiticas baseadas
em SS-HR-CS GF AAS, HR-CS F AAS, WC AES, ICP OES e ICP-MS/MS para a

determinagédo da composi¢céo quimica inorganica de plantas medicinais.



CAPITULO 3

Avaliacdo da andlise direta de solidos
para espectrometria de absorcdo
atomica com fonte continua e alta

resolucdo (HR-CS AAS) na andlise de

plantas medicinais



Capitulo 3 13

AVALIACAO DA ANALISE DIRETA DE SOLIDOS PARA
ESPECTROMETRIA DE ABSORGAO ATOMICA COM FONTE
CONTINUA E ALTA RESOLUCAO (HR-CS AAS) NA ANALISE DE
PLANTAS MEDICINAIS

3.1 Introducao e revisao bibliografica

3.1.1  Fundamentos e instrumentacao para HR-CS AAS

A espectrometria de absorcdo atdmica é uma técnica espectroanalitica
que se baseia na absorcado de radiacdo, proveniente de uma fonte, por atomos nos
estados gasoso e geralmente fundamental. Esta técnica foi proposta inicialmente por
Alan Walsh®® no inicio dos anos 1950 e desde entdo, varios avangos cientificos e

3738 & do conceito de

tecnologicos como a utilizagdo de atomizadores eletrotérmicos
forno com plataforma e temperatura estabilizada (STPF)*°, uso de chamas mais
energéticas*’, desenvolvimento de instrumentos com capacidade multielementar*' e
outras inovagdes nas areas de microeletrbnica e computacional, fizeram com que a
AAS se tornasse amplamente difundida e usada rotineiramente.*?

A espectrometria de absorgcdo atbmica apresenta algumas vantagens
como: simplicidade, baixo custo relativo, robustez, seletividade, baixos limites de
deteccao (para GF AAS) e moderada tolerancia aos constituintes matriciais.*® Apesar
do notdério desempenho analitico, a necessidade de se manter viavel e competitiva
frente a técnicas analiticas alternativas, provocou uma extensa reformulagcédo conceitual
e instrumental em AAS.** Avancos instrumentais como o uso de monocromadores de
alta resolucdo, fontes continuas de radiacdo com alta intensidade de emissao e
detectores mais modernos proporcionaram o desenvolvimento da espectrometria de
absorcao atdmica com fonte continua e alta resolugéo (HR-CS AAS).*>4°

A configuracdo esquematica do espectrdometro de HR-CS AAS*" esta
ilustrada na Figura 3.1. A nuvem atdmica gerada pela atomizagao em tubo de grafite ou
chama (3,4) é inicialmente interceptada pela radiacdo proveniente da lampada de arco
curto de xendnio, utilizada como fonte continua (1). A lampada de fonte continua é
composta por dois eletrodos com distancia de cerca de 1 mm, encapsulados em um
involucro de quartzo pressurizado a 17 bar com Xe gasoso. A lampada apresenta

poténcia nominal de 300 W e, quando colocada em operacdo no modo “hot spot”,
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promove uma descarga entre os eletrodos que eleva em até 400% a pressao do gas e
gera entre eles um micro plasma com temperaturas de até 10.000 K e didmetro menor
que 0,2 mm. A fonte continua apresenta um espectro de emissdo na regiao de 190 a
900 nm com intensidades de emissao de 1-2 ordens de grandeza maiores do que uma
tipica fonte de linhas, o que proporciona elevadas razdes sinal/ruido e melhorias de 3 a

10 vezes para os limites de deteccdo.*’

Forno de grafite

Detector CCD

Monocromador duplo
de alta resolucao

FIGURA 3.1 — Representagao esquematica do espectrdmetro de absorgdo atdmica com fonte
continua e de alta resolugdo (HR-CS AAS): (1) lampada de arco curto de Xe, (2) espelhos
focalizadores elipsoidais, atomizadores de (3) forno de grafite e (4) chama, (5) fenda de
entrada, (6) espelhos parabdlicos, (7) prisma, (8) fenda intermediaria ajustavel, (9) rede de
difragcao echelle e (10) detector CCD. Fonte: Adaptado de Analytik Jena. Cedido gentilmente por
Analytik Jena AG.

A radiacdo atenuada pelo fendbmeno da absor¢cdo é entdo direcionada
através de um espelho focalizador (2) até a fenda de entrada (5) e, posteriormente, até
o monocromador. O monocromador duplo de alta resolugdo € constituido por dois
elementos dispersores com arranjo Littrow em série, um prisma (7) e uma rede echelle
(9). O prisma atua como elemento pré-dispersor da radiagdo continua, selecionando
uma determinada regidao espectral de interesse. Apoés atravessar a fenda intermediaria
(8) a radiagao parcialmente resolvida € direcionada até a rede echelle, que fornece a

alta resolugao no intervalo espectral selecionado (cerca de 2 pm pixel' em 200 nm).47
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Por fim, a radiagao altamente resolvida € direcionada ao detector de carga
acoplada. O detector CCD é composto de 588 elementos fotossensiveis (pixels)
dispostos linearmente, que oferecem um efetivo registro espacial e temporal de
intensidades de sinal. Cada pixel horizontal contém um amplificador individual que o
permite atuar de maneira independente, sendo que apenas 1 a 3 deles sdo tipicamente
utilizados nas medidas do sinal analitico. Cerca de 200 pixels sao utilizados para
visualizacdo do ambiente espectral.*®

O novo arranjo instrumental da HR-CS AAS e suas inerentes
funcionalidades ofereceram novas possibilidades e estratégias analiticas até entdo
indisponiveis para a instrumentagcdo de LS AAS. Devido a ampla faixa de emissao da
fonte continua e mudangas no comprimento de onda selecionado em curto intervalo de
tempo, a determinacdo multieclementar € uma possibilidade, tanto de maneira
sequencial rapida (apenas para atomizagao em chama) quanto simultanea (quando os
sinais para diferentes analitos estiverem na mesma janela espectral).*® Além da maior
sensibilidade, a alta intensidade da lampada de arco curto de Xe proporciona a
determinagcdo de elementos em linhas secundarias sem o comprometimento da
precisao e da razao sinal/ruido.

O acoplamento entre 0 monocromador de alta resolu¢ao e o detector CCD
€ outro aspecto que se sobressai em HR-CS AAS. O detector de carga acoplada
possibilita o registro dos sinais de absorbancia em pixels adjacentes ao pixel do
comprimento de onda principal, o chamado registro na lateral (ou “asa”) do pico (WSA),
a fim de se diminuir a sensibilidade e possibilitar a extensdo do intervalo linear de
calibracdo.’® Outra possibilidade é a utilizagdo dos pixels adjacentes ao central (CP) na
integracéo do sinal analitico (WIA). O uso de 3 (CP%1), 5 (CP+2) e 7 (CP+3) pixels na
integracdo proporciona incrementos substanciais de sensibilidade, que diminui a
medida que mais pixels sdo avaliados, devido a proximidade da linha de base e
consequentemente maior integracdo de ruido.*® Essas duas funcionalidades podem ser
utilizadas apds simples reprocessamento de sinal apds a leitura, porém dependem do
elemento analisado e do perfil dos picos.

Em HR-CS AAS, o fundo para eventos continuos & automaticamente
corrigido.*® Devido a possibilidade de registro de espectros tridimensionais (absorbancia

vs. comprimento de onda vs. tempo) e uma melhor visualizagdo do ambiente espectral,
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abriu-se uma nova possibilidade para eventos n&do continuos, tais como a corregao de
fundo estruturado via programa de controle usando-se o algoritmo dos minimos
quadrados (LSBC).5' A determinacdo de elementos n3o metalicos como S, F, Cl, Br, | e
N por LS AAS é considerada inviavel, pois as linhas de ressonéncia para esses
elementos situam-se na regido do ultravioleta no vacuo, inacessivel a essa
instrumentacgao. Devido a alta resolucao proporcionada pela HR-CS AAS, é possivel a
medida de sinais analiticos originados por moléculas diatbmicas com estrutura
rotacional fina e alta energia de dissociacdo (e.g. PO, CS, SH e outras) para
quantificagdo de ndo metais e halogénios por espectrometria de absor¢gao molecular de

alta resolugdo com fonte continua (HR-CS MAS).%?

3.1.2 Aspectos gerais e caracteristicas da analise direta de
sélidos

A espectrometria de absorgcdo atdmica em forno de grafite (GF AAS) é
uma técnica bastante atrativa para a anadlise direta de solidos (SS), devido
principalmente a sua alta sensibilidade e por atuar como um reator termoquimico no
pré-tratamento da amostra durante o programa de aquecimento para separagao entre
analito e matriz.>® Por empregar um preparo minimo de amostras, métodos analiticos
envolvendo a analise direta de sdlidos apresentam como vantagens a redugao nos
riscos de contaminagao e perdas, possibilidade de calibragdo com solugbes aquosas,
menor consumo de amostras e reagentes perigosos, menor geragcao de residuos, e
elevada frequéncia analitica.>*

A anadlise direta de sdélidos pode ser empregada em uma gama de
matrizes, sendo algumas dessas aplicagdes bastante atrativas como: i-) na analise de
materiais de alta pureza como os utilizados na industria de semicondutores, que
requerem menores riscos de contaminagao durante a etapa de preparo de amostra; ii-)
na analise de amostras de dificil decomposicdo como solos, rochas e vidros por
dispensar o uso de reagente perigosos, minimizar perdas de analito e aumentar a
frequéncia analitica; iii-) na analise de materiais com disponibilidade reduzida como
amostras bioldgicas e forenses por empregar pequenas massas de amostra (ca. 1 mg)

e iv-) em estudo de homogeneidade e representatividade para CRMs.>
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Apesar das vantagens apontadas, a analise direta de solidos apresenta
algumas limitacbes e desafios a serem superados. Por empregar quantidades
reduzidas de amostra, problemas relacionados a homogeneidade e representatividade
sdo corriqueiros.”® Um material pode ser considerado homogéneo para uma
determinada caracteristica avaliada quando nao apresentar diferenga significativa na
comparacgao entre suas partes distintas. Amostras aparentemente homogéneas podem
se comportar como heterogéneas a medida que a porc¢ao analisada é reduzida, sendo
entdo necessario o estabelecimento de uma massa minima que garanta
representatividade, precisdo e exatiddo adequados.®® Em virtude disso, incertezas da
ordem de 5-10% para elementos na ordem de pg g e de 10-30 % para elementos
presentes em ng g' podem ser considerados adequados em SS. KURFURST®
estabeleceu um método para caracterizar a homogeneidade de materiais através da

definicado do parametro constante de homogeneidade (He), utilizando a equagao:
He == SH X Vvim

A constante de homogeneidade (He) € proporcional ao erro relativo a
amostragem (Sy) para uma determinada massa de amostra (m) em mg e pode ser
estimada diretamente a partir do desvio-padréao relativo das medidas (Sy = % RSD). Um
material pode ser considerado homogéneo quando He for menor do que 10, e depende
de caracteristicas fisicas da amostra como tipo, concentracdo e distribuicdo do
analito.’®

A homogeneidade de uma amostra esta intimamente associada ao
tamanho das particulas constituintes e a uma cominuigcdo adequada. Alguns fatores
como tipo de amostra e de moinho, quantidade de amostra disponivel, capacidade do
equipamento e velocidade de moagem podem influenciar na eficiéncia de moagem e,
consequentemente, na distribuicdo de tamanho de particulas.”® A dimensdo de
particulas da amostra em SS pode também influenciar na cinética de atomizagao dos
analitos e acentuar efeitos de matriz para medidas efetuadas em GF AAS. Particulas
com tamanho inadequado podem ocasionar maior reten¢cao do analito e dificuldades na

remocado de concomitantes durante a etapa de pirdlise, induzindo o aparecimento de



Capitulo 3 18

sinais transientes alargados e picos duplos durante a atomizagdo.”® As condigbes do
atomizador, efeitos de transferéncia e difusdo de calor, cinética de evaporagédo do
analito e interagdes fisico-quimicas entre analito e matriz solida séo outros fatores que
podem afetar a caracteristica do sinal transiente.

O procedimento de calibragdo em SS-GF AAS nao é uma tarefa das mais
triviais. Idealmente, a utilizacdo de padrbes solidos e com composigao matricial analoga
€ a maneira mais indicada para calibracdo envolvendo analise de soélidos. Entretanto, a
indisponibilidade de materiais de referéncia com tais caracteristicas para diversos tipos
de amostra e a escassez de CRMs com homogeneidade garantida para massas
menores que 100 mg limitam a aplicagdo desse tipo de calibragdo a um grupo reduzido
de amostras.*® Outra alternativa é a adigdo de aliquotas crescentes de padrdo a uma
amostra sélida, como ocorre na calibragdo por adicdo de analito, porém, essa estratégia
pode nao reproduzir fidedignamente os mesmos efeitos a que os analitos presentes no
material slido e na solucdo sdo suscetiveis.®’

Em vista dessas limitagcbes, o emprego da calibragdo com padrbes
aquosos € desejavel visto que é simples e convenientemente aplicavel a varios analitos
e matrizes. Esse tipo de calibracdo pode ser realizado através do preparo de multiplas
solugbes padrdo com concentragcdes crescentes e utilizacdo de um volume fixo dos
mesmos para analise, ou ainda preparando-se uma unica solugdo com concentragao
fixa, de modo a dispensar volumes crescentes dessa solugdo no atomizador. O
emprego da calibragdo aquosa € bastante desafiador do ponto de vista analitico, pois
deve-se comprovar que a influéncia da matriz seja semelhante a que ocorre no meio
aquoso.”® A compatibilidade entre os meios pode ser alcancada através do
estabelecimento de programas de aquecimento adequados e da utilizagdo de
modificadores quimicos para aumentar a estabilidade térmica dos analitos e favorecer a

volatilizagdo da matriz.5
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3.1.3 Aplicagoes da analise direta de sélidos para HR-CS GF
AAS

A analise direta de sélidos vem sendo empregada em GF AAS desde a
introducado dos atomizadores de grafite. No entanto, desde meados dos anos 2000, o
acoplamento com a HR-CS GF AAS e as vantagens propiciadas pela técnica
possibilitaram a extensdo das aplicacdes com SS.*

Determinagdes de Ag por SS-HR-CS GF AAS foram estudadas por
DITTERT et al.®°, em amostras geolégicas e CRMs e ARAUJO et al.®’ em material
particulado recolhido em filtro. Limites de deteccdo de 0,2 e 17 ng g foram obtidos,
respectivamente. DITTERT et al.?° destacaram o dificultoso procedimento de preparo
para esses tipos de amostras e a presenca de fundo causado por bandas moleculares.
RESANO et al.®? investigaram a determinagdo de nano particulas de Au (LOD = 2 ng
g") em tecidos de ratos utilizando calibragdo aquosa. Os autores analisaram diferentes
tipos de tecido e utilizaram LSBC para corregdo de fundo estruturado causada por
estruturas finas de moléculas de PO.

GUNDUZ & AKMAN determinaram Pb por analise direta de amostras
cosméticas® e graos de arroz.® Em ambos os casos, os resultados foram comparados
com os obtidos usando solugdes resultantes de digestdo assistida por radiagdo micro-
ondas. Coeficientes de variagao de até 20% e limites de deteccéo de 21,3 pg € 2,3 ng
g foram obtidos, respectivamente. BORGES et al. propuseram a determinacdo de Pb
em amostras de carvao® e em amostras biologicas® por SS-HR-CS GF AAS. No
primeiro caso foi realizada a comparagéao entre calibragdo com solu¢dées e com solidos
sem o uso de modificadores, enquanto que no ultimo, o uso de plataformas modificadas
permanentemente com Ru e uso de calibragdo aquosa foram empregados. Os autores
obtiveram limites de deteccéo entre 8 e 10 ng g™’ para a linha de ressonancia do Pb em
217,001 nm.

SILVA et al.”’, ARAUJO et al.®® e RESANO et al.*® avaliaram a HR-CS GF
AAS com analise direta de sdlidos para determinagdo de Hg. Devido a alta volatilidade
do mercurio, os dois primeiros utilizaram KMnO4 como modificador para aumentar a
estabilidade térmica do analito em solugdes aquosas. Limites de detecgcdo de 100 e 40

ng g' com RSDs menores que 17% foram tipicamente obtidos. RESANO et al.®®
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compararam o desempenho da analise direta de amostras sélidas de polimeros por LS
GF AAS e HR-CS GF AAS utilizando também o modificador permanganato. Ambos os
procedimentos apresentaram boa exatidao e precisdo menor que 11% porém, o fundo
obtido foi corrigido com maior eficiéncia para HR-CS GF AAS.

Com o advento da HR-CS AAS, a possibilidade de determinagdao de nao
metais e halogénios vem sendo extensamente explorada na literatura por diversos
grupos de pesquisa. Destacando-se principalmente o enxofre, FERREIRA et al.”,
RESANO & FLOREZ "' e MIOR et al.”® propuseram procedimentos para determinacéo
desse elemento via molécula de CS, utilizando a amostragem solida de CRMs de
materiais biolégicos’®, aco, CRMs, polimeros, derivados de petrdleo utilizando
modificadores com nanoparticulas’' e carvdo e CRMs’?, com limites de deteccéo
variando entre 3 e 30 ng.

Apesar do carater monoelementar da técnica, trabalhos envolvendo a
determinacdo de multiplos elementos foram reportados por diversos pesquisadores.
LEPRI et al” avaliaram a composicdo elementar de carbono e carvdo pela
determinagao de Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e V. O programa de aquecimento foi otimizado
para cada elemento e para Cr, Mn e V houve a necessidade da utilizagdo de CRMs
para calibragdo com sdlidos. LODs entre 0,006 ug g~ (Ni) e 0,9 ug g"' (Fe) foram
obtidos. A determinacdo de elementos com diferentes volatilidades possibilita o uso de
estratégias como a atomizagdo sequencial para analises quase simultaneas. DUARTE
et al.”* determinaram sequencialmente Cd + Cr em amostras sdlidas de biomassa,
enquanto RESANO et al.”® utilizaram-se desse mesmo artificio para determinacédo de
Cd + Ni em repolho. Nesses casos, cuidados especiais na otimizagdo do programa de
aquecimento devem ser tomados para empregar uma pirdlise adequada para
eliminagdo de concomitantes e evitar a perda do analito menos volatil durante a
primeira atomizag¢ao, onde o analito mais volatil € determinado.

Em HR-CS AAS, determinacbes realmente simultdneas somente s&o
possiveis para elementos que estejam no mesmo intervalo espectral (ca. 0,2 nm em
torno do comprimento de onda principal), sendo, portanto, limitadas por esse aspecto.
RESANO et al’® avaliaram a determinacdo simultanea de Co (352,685 nm), Fe
(352,604 ; 352,617 nm) e Ni (362,454 nm) em tecidos de ostra e de Cd (228,802 nm) e

Ni (228,998 nm) em CRM. O mesmo grupo prop0s em outro trabalho a determinacao de
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Co (383,443 nm), Fe (383,245 nm), Ni (383,455 nm), Pb (383,306 nm) em amostras
solidas de nanotubos de carbono’® e a determinagéo de Mo (319,397 nm) e Ti (319,200
nm) em papel de filtro embebido com urina.”” DOS SANTOS et al.’®’® estudaram a
determinagdo simultdnea de Cd (228,802 nm) e Fe (228,726 nm) em amostras de

alimentos em gréos e solos.

3.2 Objetivos especificos

O principal objetivo desta etapa do trabalho foi o desenvolvimento de
procedimentos usando espectrometria de absor¢gdo atbmica com fonte continua e alta
resolucdo em forno de grafite com analise direta de sdélidos (HR-CS GF AAS) e em
chama (HR-CS F AAS) para a determinacgao de Al, Cr, Nie V

3.3 Parte Experimental

3.3.1 Instrumentacgao e condigdes operacionais

Um espectrdbmetro de absorcdo atbmica com fonte continua e alta
resolugdo com atomizagdo em chama e forno de grafite ContrAA 700 (Analytik Jena
AG, Jena, Alemanha) foi utilizado durante os experimentos (Figura 3.2). Esse
equipamento é composto por uma lampada de arco curto de Xe de 300 W (XBO 301,
GLE, Alemanha) que opera no modo “hot spot” com faixa de emisséo entre 190 e 900
nm, além de um monocromador duplo com rede echelle de alta resolugéo (ca. 2 pm
pixel') e um detector com arranjo de carga acoplada (CCD). Para o arranjo com forno
de grafite e amostragem de solidos, foi utilizado um amostrador automatico SSA 600
(Analytik Jena) (Figura 3.3a) composto de um par de pingas movido por um brago
robdtico (Figura 3.3b) e uma micro balanga Sartorius WZ2PW (Goéttingen, Alemanha)

com precisao de 1 ug (Figura 3.3c).
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FIGURA 3.2 — Espectrdmetro de absorgdo atdmica com fonte continua e alta resolugdo em
chama ou forno de grafite com analise direta de solidos Analytik Jena ContrAA 700 (Laboratério
do Grupo de Espectroanalitica e Automacgao — GEA, Instituto de Quimica, UNESP, Araraquara).

Uma micro espatula de acgo foi utilizada para introdugdo das amostras
sélidas em plataformas de grafite do tipo barca revestidos com grafite pirolitico (Figura
3.3b). Tubos de grafite pirolitico para analise de solidos sem orificio para injecéo e
aquecidos transversalmente (THGA) foram empregados neste trabalho. Solugdes
padrao e modificadores foram introduzidos manualmente (Figura 3.3d) com o auxilio de
uma micropipeta Eppendorf (0,5 -10,0 uL). Argdnio de alta pureza (99,996%, White
Martins, Sao Paulo) foi utilizado como gas de purga e protegdo. Para o arranjo
instrumental com chama como atomizador, as medidas foram feitas utilizando um
modulo de injecdo SFS 6 (Analytik Jena) com taxa de aspiracdo de 5,0 mL min™' e
chama acetileno-6xido nitroso (99,7% Air Liquide, Sertdozinho).

As amostras foram secas em estufa TE-394/2 (Tecnal, Piracicaba) com
circulagdo forgada de ar, processadas em moinho de facas Willey 648 (Tecnal) com
peneira de 20 mesh e entdo moidas em moinho criogénico Freezer/Mill 6800 (Spex,
EUA). As amostras foram pesadas em balanga analitica BL 210S (Sartorius) e
mineralizadas utilizando um sistema de digestdo com aquecimento assistido por
radiacdo micro-ondas Multiwave (Anton Paar, Austria) equipado com frascos de quartzo
de 50 mL.
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FIGURA 3.3 — Amostrador automatico SSA 600 do espectrometro ContrAA 700 com vista geral
(a),detalhes das pingas, plataforma e micro-espatula para inser¢do de amostra (b), detalhes do
brago mecanico e micro-balanga (c) e detalhe da adigdo de modificador quimico a plataforma
(d). Fonte: Cedido gentilmente por Analytik Jena AG.

3.3.2 Reagentes, solucoes e amostras

Todas as solugdes foram preparadas com agua destilada-deionizada
(resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de um sistema de osmose reversa Millipore
Rios 5 combinado com desionizador Millipore Milli-Q Academic (Bedford, EUA) e acido
nitrico ultra-puro Suprapur (Merck, Alemanha).

Solugdes-padrao monoelementares de Al, Cr, Ni e V foram preparadas a
partir de diluicdes apropriadas de solucdes estoque 1000 mg L' Normex (Carlo Erba,
ltalia) em 0,1% (v v'') HNOs. As solugdes de modificadores quimicos contendo 0,05%
(m v') Mg(NOs), para Cr e Ni foram preparadas diluindo-se uma solugéo estoque 10 g
L™ Mg(NOs), (Merck) em meio 0,05% (m v') Triton X-100 (Mallinckrodt Baker, EUA)
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para melhorar a molhabilidade das amostras soélidas. Para V, a solu¢ao de modificador
contendo 0,1 % (m v') BaF, foi preparada pela dissolucdo de 50 mg de BaF; 99.9%
(Aldrich, EUA) em 50 mL de agua e posterior adicdo de 0,05% (m v™') Triton X-100
(Mallinckrodt Baker). Para digestao das amostras, acido nitrico concentrado (Spectrum,
EUA) e perdxido de hidrogénio 30% (m m™) (Merck) foram utilizados.

Os materiais de referéncia certificados de folhas de macieira (NIST SRM
1515), folhas de pessegueiro (NIST SRM 1547), aciculas de pinheiro (NIST SRM
1575a), folhas de espinafre (NIST SRM 1570a) e folhas de tomateiro (NIST SRM
1573a) do NIST (National Institute of Standards and Technology, EUA) foram utilizados
em otimizagdes, validacdo e como padrboes soélidos para calibragdo. Amostras das
plantas medicinais boldo (Peumus boldus), camomila (Chamomilla recutita), carqueja
(Bacharis crispa), cavalinha (Equisetum ssp), chapéu de couro (Echinodorus
grandiflorus), erva cidreira (Melissa officinalis), erva doce (Foeniculum vulgare), pata de
vaca (Bauhinia forficata), graviola (Annona muricata) e guaco (Mikania glomerata) foram
adquiridas em mercado local em Araraquara-SP. As amostras foram inicialmente secas
a 60 °C por 48 h e moidas em moinho de facas. Uma porgéo das amostras (ca. 1 g) foi
transferida para frascos de policarbonato e submetidas a moagem criogénica seguindo
o programa descrito na Tabela 3.1.°® O tamanho de particulas esperado foi de

aproximadamente 60 um.>®

TABELA 3.1 — Programa de moagem criogénica empregado para as amostras de plantas
medicinais. Adaptado de Régo.*®

Etapa Tempo (min)
Pré-congelamento 4
Moagem 1 2
Congelamento entre moagens 4
Moagem 2 2

Para os procedimentos de digestdo, pesou-se aproximadamente 0,5 g de
amostra que foram transferidas para os frascos de quartzo, nos quais adicionaram-se
4,0 mL de HNO3; concentrado e 2,0 mL de H;O,. As amostras foram mineralizadas

empregando radiagdo micro-ondas segundo o programa descrito na Tabela 3.2. O
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tempo total do programa foi de 40 min e os digeridos foram diluidos para um volume
final de 25 mL.

TABELA 3.2 — Programa de aquecimento do forno de micro-ondas utilizado na digestdo das
amostras de plantas medicinais.

Etapa Poténcia Rampa Poténcia Patamar Temperatura
inicial (W) (min) maxima (W) (min) (°C)
1 100 5 600 5 130
600 5 1000 10 200
0 0 0 15 ambiente

3.3.3 Procedimentos analiticos

Todas as medidas para HR-CS GF AAS foram realizadas em triplicata e
com integragdo equivalente a 3 pixels. Os comprimentos de onda avaliados foram
396,1520 nm (Al), 357,8687 nm (Cr), 232,0030 nm (Ni) e 318,5400 nm (V). O
comportamento termoquimico dos analitos foi avaliado através de curvas de
temperatura de pirdlise e atomizagdo empregando-se solugdes-padrao e CRMs. A
avaliagao da temperatura de pirdlise foi feita nos intervalos de 800-1800 °C, fixando-se
a atomizagdo em 2500 °C (Cr) e 2700 °C (Ni e V). Para a otimizagdo da etapa de
atomizacédo, utilizaram-se as temperaturas de pirélise otimizadas previamente para
cada condicdo e avaliou-se a atomizacao entre 2200-2700 °C. Para estudos em meio
aquoso, foram utilizadas aliquotas de 10 uyL de solugdes-padrao monoelementares 50
ug L™ de Cr, Ni e V, de modo a serem analisadas massas dos analitos de 500 pg. Para
estudos em meio solido, massas entre 50-200 ug dos materiais certificados de folhas de
macieira (SRM 1515) para Ni e folhas de tomateiro (SRM 1573a) para Cr e V, foram
pesadas diretamente na plataforma de grafite. Devido a dificuldade em se pesar
massas iguais, os sinais de absorbancia obtidos foram normalizados para 1,0 mg de
amostra. Aliquotas de 5 pL dos modificadores Mg(NOs), (Cr e Ni) e BaF, (V) foram
utilizadas para avaliar o efeito dos mesmos sobre a estabilidade térmica dos analitos. O

programa de aquecimento usado nas otimizagdes é descrito na Tabela 3.3. Além da
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avaliagdo de diferentes meios e do uso de modificadores quimicos, foi estudada a
introducao de uma etapa de pirélise assistida por ar, inserindo-se as etapas Pirdlise 1 e
Resfriamento (Tabela 3.3) ao programa de aquecimento, além da etapa convencional
de pirdlise com atmosfera de argénio (Pirdlise 2).

Para calibracdo em meio aquoso, aliquotas crescentes de 1 a 20 uL de
solugdes individuais 50 ug L™ foram dispensadas nas plataformas de grafite. Para
calibracdo em meio sélido, quantidades de massa crescentes dos CRMs de folhas de
macieira (Ni) e folhas de tomateiro (Cr e V) foram pesadas de acordo com as
concentragdes dos analitos em cada um dos materiais. Curvas de calibracdo entre 50-
750 pg (Cr), 50-1000 pg (Ni) e 100-2000 pg (V) foram obtidas para ambos os meios.

TABELA 3.3 — Programa de aquecimento utilizado para otimizagbes e determinagdes por SS-
HR-CS GF AAS.

Etapa Temperatura Rampa Patamar Vazao de gas
(°C) (°Cs™) (s) (L min)
Secagem 1 110 10 20 2,0 (Ar)
Secagem 2 130 5 10 2,0 (Ar)
Pirdlise 1* 600 50 30 2,0 (ar)
Resfriamento*® 300 0 10 2,0 (Ar)
Pirdlise 2 Tp** 100 30 2,0 (Ar)
Auto-Zero Tp** 0 5 0
Atomizagao Ta** 3000 5 0
Limpeza 2700 500 5 2,0 (Ar)

* Etapas empregadas somente nos estudos envolvendo a pirdlise assistida por ar.
** Temperatura de pirdlise (Tp) € de atomizagao (Ta) variaveis de acordo com o analito.

Para determinacdo de Al foi empregada a HR-CS AAS em chama
acetileno-6xido nitroso. As otimizagdes das condigdes de chama e altura de observacéao
foram realizadas aspirando-se uma solugéo contendo 10 mg L™ Al em meio 0,1% (m/v)
KCI como supressor de ionizagdo. A vazdo de acetileno foi variada entre 170 - 260 L h™'
enquanto a altura de observacédo foi mantida em 5 mm. Com a condi¢cdo 6tima de
chama, procedeu-se a avaliagdo da altura de observacédo no intervalo de 4 - 10 mm.

Curvas de calibragdo para Al entre 0,5 - 20,0 mg L™ foram obtidas (n=3) utilizando 3
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pixels. Para resultados comparativos por ICP OES foi utilizando o espectrobmetro
Thermo iCAP 6300 operado sob condi¢des descritas na Tabela 3.4.

TABELA 3.4 — Condicbes operacionais do ICP OES para determinacao de Al.

Parametro Condicao Operacional
Poténcia de RF (W) 1250 W
Vazdo do gas do plasma (L min™) 15
Vazdo do gas auxiliar (L min™) 0,5
Vazdo do gas de nebulizagdo (L min™) 0,6
Modo de visao Axial
Numero de replicatas 3
Tempo de integracgéao (s) 15
Camara de nebulizacao Ciclbnica
Nebulizador Concéntrico
Comprimento de onda (nm) 396,152

3.4 Resultados e discussao

3.41 Avaliagcdao do comportamento termoquimico dos
elementos

O estabelecimento de condicbes 6timas de pirdlise e atomizacéo € de
fundamental importancia em espectrometria de absorgdo atdmica em forno de grafite
para analise direta de solidos, devido a forte influéncia exercida pela matriz sobre o
sinal analitico. A possibilidade de emprego da calibragdo com solugdes aquosas € um
dos recursos mais interessantes e convenientes da SS-GF AAS, porém, alcangado
apenas quando a matriz € apropriadamente removida durante a etapa de pirdlise e o
comportamento do analito durante a vaporizagao/atomizagdao € analogo entre os
meios.”’

A otimizagcao da temperatura e do tempo de pirdlise sdo necessarios para
que os efeitos de matriz, sinais de fundo e perdas de analito sejam minimizados. Os
modificadores quimicos para estabilizacao dos analitos frente a elevadas temperaturas

de pirdlise, visando a adequada remogao dos concomitantes, sdo amplamente
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empregados principalmente para elementos mais volateis (e.g. As, Cd e Se). Além do
ganho em estabilidade, os modificadores podem promover a difusdo dos analitos para a
superficie ou ainda favorecer a volatilizagdo da matriz.>®> Devido a esses fatores, a
avaliagdo do uso de modificadores para elementos refratarios como Cr, Ni e V é
justificavel para SS-GF AAS quando é desejada a remog¢ao adequada da matriz a fim
de se utilizar a calibracido com solu¢cdes aquosas.

Mesmo com o uso ou nado de modificadores, testes preliminares
mostraram que o0s sinais e picos de absorbancia para amostras solidas eram
geralmente inferiores e mais alargados do que os obtidos quando se atomizava a
mesma quantidade do analito a partir de padrées aquosos. Além disso, foi verificada a
presenga de um residuo carbonaceo persistente, que caso ndo removido antes do inicio
de um novo ciclo, causava aumento do sinal de fundo, efeitos de memoria e
espalhamento de radiagdo. A presenca de matriz residual ocorria mesmo quando
utilizados maiores tempos de pirdlise ou temperaturas mais elevadas durante as etapas
de atomizacdo e limpeza. Apesar de a remocao poder ser efetuada mecanicamente,
deve-se considerar que esse procedimento pode comprometer a frequéncia analitica e
a conveniéncia do uso do amostrador automatico. Considerando-se esse aspecto,
avaliou-se o0 uso de oxigénio como modificador’®® implementando-se uma etapa
adicional de pirdlise assistida por ar a 600 °C por 30 s. A Figura 3.4 mostra o efeito da
pirélise assistida por ar sobre as plataformas de grafite. A presenca do oxigénio foi
eficiente na remocgao do residuo carbonaceo, pois facilita a decomposi¢cdo da matriz
organica através de processos de combustdo que geram COg), COyq) € H2O(q). Apesar
da utilizacdo da vazao de 2,0 L min™' de ar durante a etapa de pirdlise, vazdes inferiores
a esta podem ser empregadas, porém, o efeito dessa variagdo nao foi objeto de estudo
nesse trabalho. Além disso, essa estratégia pode levar a um comportamento
semelhante do analito em diferentes meios. E importante mencionar que o uso da
pirélise com ar pode promover uma maior perda do revestimento pirolitico dos tubos e
plataformas de grafite, diminuindo assim a vida util desses componentes em cerca de
30%.
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Pirélise convencional Pirdlise convencional Pirélise assistida por ar
{1 ciclo) (5 ciclos) (5 ciclos)

FIGURA 3.4 — Plataformas de grafite para analise de sdlidos apds ciclos de aquecimento
utilizando pirdlise convencional e assistida por ar.

Neste trabalho, avaliou-se a otimizagdo do programa de aquecimento para
determinacéao de Cr, Ni e V visando o emprego da calibragdo com solugdes aquosas.
Foram avaliados o uso dos modificadores 0,05% (m v'') Mg(NOs), para Cr e Ni e 0,1%
(m v') BaF, para V e a influéncia da etapa de pirdlise assistida por ar no
comportamentos dos analitos presentes em meio aquoso e solido. A massa
caracteristica (my), calculada de acordo com as Equacgdes 3.1 (para solugdes aquosas)
e 3.2 (para solidos), foi utilizada como paréametro para avaliagdo da influéncia da

matriz.%°

v (ML) x C ito (ngL™1) x0,0044
m = amostra analito ( g ) (Eq. 3.1)

0 Aamostra - Abranco

m (1g) X Capali “1)x 0,0044
m = amostra (U8 analito (ugg ) (Eq. 3.2)

0 Aamostra - Abranco

A massa caracteristica € definida como a massa do analito que fornece
uma absorbancia de 0,0044 ou 1% de absorbancia.>®> Como a massa caracteristica é
proporcional a massa de analito atomizada e ao sinal analitico liquido, valores
semelhantes de mp indicam eficiéncias de atomizagdo equivalentes e,
consequentemente, maior probabilidade de aplicagdo da calibragdo com solugdes
aquosas.>®

A Figura 3.5 mostra curvas de temperatura de pirdlise e atomizagao para
Cr em meios aquoso e solido (folhas de tomateiro — SRM 1573a) na auséncia e

presenca do modificador Mg(NO3), e com emprego de pirdlise convencional e assistida
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por ar. Utilizando-se a pirdlise com ar, verifica-se a estabilidade do Cr para
temperaturas de até 1600 °C em meio aquoso e de 1400 °C para o CRM, indicando a
possivel formacgao de diferentes precursores para atomizagdo em diferentes meios. De
acordo com mecanismos de atomizagao por 6xidos e carbetos propostos na literatura®?,
a presenca de O, na pirélise pode favorecer a formagao de compostos com diferentes
volatilidades (Cr,O3 e Cr3C,) de maneira distinta para os diferentes meios. Em ambos
casos, a presenga de Mg(NOs), tem influéncia nula no comportamento térmico do
analito. Empregando-se a pirdlise convencional, o efeito do modificador € mais
perceptivel em solugdes aquosas (Figura 3.5a) onde a temperatura de pirdlise pode
alcancar até 1800 °C sem perdas de analito, ao passo que em sua auséncia a
temperatura maxima € de 1500 °C. Em meio sdlido (Figura 3.5b), o Cr é estavel
termicamente até 1500 °C mesmo na auséncia de modificador. Esse fato pode ser
atribuido a presenca de concentragdes elevadas de Mg na matriz de plantas, que pode
promover a formagdo de compostos intermetalicos Cr:Mg e diminuir a volatilidade do
analito.*? Independentemente da matriz ou do uso de modificador, condicdes 6timas de
atomizacédo de 2400 e 2500 °C foram obtidas para pirdlise com ar e convencional,
respectivamente.

A Figura 3.6 mostra curvas de temperatura de pirdlise e atomizagao para
Ni em meios aquoso e solido (folhas de macieira — SRM 1515) na auséncia e presencga
do modificador Mg(NO3),, utilizando-se a pirdlise convencional e etapa assistida por ar.
Empregando-se a pirdlise convencional, temperaturas de pirdlise de 1300 °C (solugao)
e 1400 °C (solido) foram obtidas sem o uso de modificador em ambos os meios. Assim
como para Cr, a concentragdo de Mg na amostra solida (Figura 3.6b) provoca maior
estabilizacdo térmica do analito, sendo que as mesmas temperaturas de pirdlise

fornecidas pelo uso de Mg(NOs), em solugao (Figura 3.6a) podem ser alcangadas.
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@ Pirélise com ar— 0,05 % Mg(NO;),

A Pirdlise convencional — sem modificador

¥ Pirdlise convencional — 0,05 % Mg(NOs3),

FIGURA 3.5 — Curvas de temperatura de pirdlise e atomizagédo para Cr em meio aquoso (a) e
solido (folhas de tomateiro — SRM 1573a) (b) na auséncia e presenga de modificador Mg(NO3),
e com emprego de pirdlise convencional e assistida por ar.

Apesar da depreciacdo de sinal observada em meio aquoso, a pirdlise
com ar propiciou estabilidade térmica para Ni até 1500 °C em ambos os meios. A
formacdo de éxido de niquel seguida por sua dissociagdo em fase gasosa*? é apontada

como um possivel mecanismo de atomizacéo para Ni:

NiO(S) - NiO(g) - Ni(g) + O(g) (Eq. 3.3)

De acordo com esse mecanismo, a facilitagdo na formagao do precursor
NiO na etapa de pirdlise assistida por ar confere maior estabilidade ao analito por
requerer maior energia para sua vaporizagao e dissociagdo. Para todas as condigdes,

temperaturas de atomizagao de 2700 °C geraram os melhores resultados.
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FIGURA 3.6 — Curvas de temperatura de pirdlise e atomizagdo para Ni em meio aquoso (a) e
solido (folhas de macieira — SRM 1515) (b) na auséncia e presenca de modificador Mg(NOQOs), e
com emprego de pirdlise convencional e assistida por ar.

A Figura 3.7 mostra curvas de temperatura de pirdlise e atomizagao
utilizando-se a pirdlise convencional e etapa assistida por ar para V. em meios aquoso e
sélido (folhas de tomateiro — SRM 1573a) na auséncia e presenga do modificador BaF.
Devido a caracteristica formadora de carbetos refratarios do V, o uso de modificadores
quimicos para estabilizagao do analito € geralmente dispensavel. AMBROZINI et al®’
reportaram o uso de BaF,, afirmando que ions fluoreto podem promover a formacéao de
compostos volateis de V, causando reducédo da formacao de carbetos e aumento de
sensibilidade. Verifica-se que tanto para solugbes aquosas quanto para solidos, as
temperaturas o6timas de pirdlise e atomizagcdo foram de 1400 e 2700 °C,
respectivamente. O emprego do BaF,; ndo apresentou a agao esperada visto que a
estabilidade térmica do V se manteve constante e os sinais de absorbancia foram
menores do que os verificados em sua auséncia. Para temperaturas maiores que 1400
°C, a queda do sinal analitico € mais acentuada nas curvas para solucbes aquosas
(Figura 3.7a) do que para solidos (Figura 3.7b), indicando novamente uma possivel

acao estabilizante do Mg presente no CRM.



Capitulo 3 33

(a) Meio aquoso (b) Meio Solido
0,18 . 0,18
=]
E
0N
_ 0,15 % 0,15
2 . g
3 AN 5
8 0,12 4 . £ 0,12 4
o A 'y L =
g ) i S u S
2 & . <
£ A 4 v, e
= 000 A /yn,,,';.\;‘ S 0,09+
£ e S S &
g k [ g
= h 4 9 =
g 008 . ' ., € 0,06 -
£ v Y ©
< B 'S
2
0,03 S 0,03
v 2
-1
<
0,00 +———————————T————T————T— 0,00 A—————————————— ———————
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
M Pirdlise com ar — sem modificador A Pirdlise convencional — sem modificador
@ Pirdlise com ar— 0,05 % Mg(NOs), ¥ Pirdlise convencional — 0,05 % Mg(NO;),

FIGURA 3.7 — Curvas de temperatura de pirdlise e atomizagdo para V em meio aquoso (a) e
so6lido (folhas de tomateiro — SRM 1573a) (b) na auséncia e presenca de modificador BaF, e
com emprego de pirdlise convencional e assistida por ar.

3.4.2 Calibracao e parametros de desempenho analitico

Para avaliagdo das condi¢des mais propicias ao emprego da calibragéo
aquosa, foram considerados a intensidade de sinal, estabilidade térmica dos analitos,
perfil do sinal transiente e sinal de fundo para cada temperatura de atomizacao
individual. Como discutido anteriormente, o uso da massa caracteristica (mp) como
parametro é bastante conveniente para comparacdo de sensibilidades entre pirdlise
convencional e assistida por ar na presenga e auséncia de modificadores. Os valores
calculados de mg (Tabela 3.5) para meio aquoso e solido mais similares foram obtidos
para Cr com atomizagdo em 2400 °C (pirdlise convencional e sem modificador) e 2400
°C (pirdlise com ar e modificador Mg(NOs),), para Ni com atomizagdo em 2700 °C
(pirdlise convencional com modificador Mg(NO3), e pirdlise com ar sem modificador) e
para V com atomizagcdo também em 2700 °C (pirdlise convencional com modificador

BaF; e pirdlise com ar sem modificador).
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TABELA 3.5 — Massas caracteristicas (mo) calculadas para meio aquoso e sélido em diferentes
temperaturas de atomizagao (Ta), tipos de pirdlise e modificadores.

modifitad modiftad
. sem modificador com modificador
Analito Ta (°C) T!pf)_de . . - .
pirdlise Meio Meio Meio Meio
aquoso solido aquoso solido
2300 Convencional 2,8 3,1 24 3,8
Assistida por ar 2,7 6,4 3,5 3,8
Convencional 2,7 3,3 2,5 3,8
Cr 2400 pesistidaporar 2.9 37 3,3 3,6
2500 Convencional 2,6 3,7 2,3 3,6
Assistida por ar 2,5 4.4 3,7 3,2
2500 Convencional 21,5 4,0 24,6 4.4
Assistida por ar 7,9 6,2 5,1 6,1
, Convencional 18,7 4.1 18,4 3,5
Ni 2600 pcsistidaporar 54 4,1 55 3.9
2700 Convencional 19,4 3,6 16,3 3,3
Assistida por ar 4,7 4,2 4.8 3,7
2500 Convencional 54,6 13,1 441 34,3
Assistida por ar 34,3 22,1 44 .4 25,1
Vv 2600 Convencional 30,2 16,9 29,3 19,0
Assistida por ar 29,9 22,2 42,7 28,9
2700 Convencional 21,8 8,8 20,9 14,3
Assistida por ar 18,3 18,1 22,7 18,2

E importante salientar que apesar da pequena influéncia dos
modificadores na estabilidade térmica dos analitos, seu uso pode alterar
significativamente a massa caracteristica avaliada e tornar possivel o uso da calibragéo
com solugdes aquosas. Para as condigbes com mg mais proximas, foi feita a avaliagcédo
da exatiddo analisando-se amostras sodlidas de CRMs utilizando calibragdo com
padrdes aquosos (Tabela 3.6). De modo geral, boas recuperacgdes para Cr, Ni e V
foram observadas quando empregados os métodos com etapa adicional de pirdlise
assistida por ar. Nesses casos, os valores determinados pelo procedimento proposto
foram concordantes com os valores certificados a um nivel de 95% de confianga (teste t
de Student).
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TABELA 3.6 — Determinacédo de Cr, Ni e V em CRMs utilizando calibracdo aquosa e pirdlises

convencional e assistida por ar por SS-HR-CS GF AAS (média + desvio padrao, n=3).

Determinado (ug g™)

Valor
CRM Analito C‘?L‘éﬁ‘c‘]’ﬁ‘;b Pirolise Pirolise
convencional assistida por ar

F°'?§;&e1t§%zt;’ir° Cr 0,3* 025002  0,31+0,03
faietediiity Cr 199006 1703  200%0,07

Fo'ha(ss‘g{eMp?;j‘;?ue"o Cr 1 0,85 + 0,09 1,6£0,1

AC‘?g';i’Ade%‘:)e"o Cr 03-05* 032:008 040,
Fo'?gal‘\jﬂefg%ztf"o Ni  159:007 1,16+009  1,49+0,07
Fo'hsaél\‘jlegfg)‘e"a NI 091£012 081£002  096+0,04
Fo'ha(ss‘;{eMpfgj‘;ﬁ)?“eim Ni  069:009 067+003  0,66:0,03

AC“Z‘é'giﬂd1e5‘°7igge"° NI 147£01 1502 15%0,2

Fo'?gaﬁﬂef;?‘gg?fre NI 214:01  1,86£003 2,101
Fo'?ggﬁﬂefg%‘zt;’iro V. 0835£001 1,1%0,1 0,85 + 0,07
faretvdiiity V. 026:003 034:001  023%0,02
Fo'ha(ss‘g{eMp?gj‘;?”e"o V. 037£003 048002  035%0,02
Folhas de espinafre V. 057+003 067:001  050%0,04

(SRM 1570a)

* Valores de referéncia ndo certificados

A eficacia do uso da massa caracteristica para a avaliacido de condigdes
para calibragcdo com solugcdes aquosas foi confirmada, visto que melhores valores de
exatiddo foram obtidos nos casos de mg mais proximas entre diferentes meios. Em
virtude da adequada exatiddo, menor sinal de fundo e maior eficiéncia na degradacéao
da matriz, a pirélise com ar foi adotada para avaliagdo da equivaléncia entre a
calibragdo com solugdes e solidos (Figura 3.8) e obtenc¢do dos principais parametros de

desempenho (Tabela 3.7). Nesses casos, o modificador Mg(NO3), foi utilizado apenas
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para Cr. Através das sensibilidades mostradas na Tabela 3.7 e das curvas de
calibracdo da Figura 3.8, verifica-se boa correlacéo entre as calibragdes obtidas para
solugdes aquosas e solidos. Para Cr (Figura 3.8a) e Ni (Figura 3.8b), verifica-se que
para massas de analito maiores que 500 pg dos analitos, ha a ocorréncia de uma maior
distincdo de comportamento entre as curvas em diferentes meios. Esse fenbmeno pode
ser atribuido a efeitos de matriz e/ou maior formacao de carbetos refratarios visto que
para obtencdo das curvas para sélidos utiliza-se a analise de massas crescentes dos
CRMs.
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FIGURA 3.8 — Curvas de calibragcdo para Cr utilizando Mg(NO3), (a), Ni (b) e V (c) em meio
aquoso e solido com emprego de pirdlise assistida por ar por SS-HR-CS GF AAS.
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Limites de deteccéo e desvios padrdo relativos de 0,003 pg g Cr (RSD =
6,2 %), 0,02 ug g™ Ni (RSD = 6,4 %) e 0,007 ug g V (RSD = 4,0 %) foram obtidos para
calibragdo com solugdes aquosas (Tabela 3.7). Trabalhos na literatura envolvendo SS-
HR-CS GF AAS reportaram limites de detecgdo para Cr de 0,02 ug g em biomassa’™ e
0,05 ug g em carvao’®; para Ni de 11 pgem CRMs de plantas e tecido de ostra’® 65 ng
em nanotubos de carbono’® e 0,006 ug g em carvao’ ; e para V de 0,01 ug g”' em

carvao.”®

TABELA 3.7 — Parametros de desempenho analitico para determinagao de Cr, Ni e V por SS-
HR-CS GF AAS utilizando calibragao com solugbes aquosas e sélidos e empregando pirdlise
assistida por ar.

Sensibilidade mg LOD

Analito Modificador Padrao A 1, %RSD
(s ng™) (Ppg) (M g™)
Solugao 0,88 0,9989 5 0,003 5,5
Cr Mg(NO3)2
Solido 0,92 0,9985 5 0,003 6,2
Solugao 0,32 0,9994 14 0,02 6,4
Ni --
Solido 0,30 0,9986 15 0,02 8,3
Solugao 0,24 0,9985 19 0,007 4.0
\Vj -
Solido 0,24 0,9965 18 0,008 43

3.4.3 Analise das amostras de plantas medicinais

Os métodos otimizados (Tabela 3.8) para Cr, Ni e V foram aplicados para
a analise de 10 amostras de plantas medicinais por SS-HR-CS GF AAS (Tabela 3.9).
Concentragdes de Cr entre 1,3 — 17,7 ug g, entre 0,9 e 9,9 pug g Ni e entre 0,07 e
3,11 ug g V foram determinados nas amostras.
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TABELA 3.8 — Condicdes otimizadas para determinacdo de Cr, Ni e V em plantas medicinais
por SS-HR-CS GF AAS.

. . Tipo de Tipo de Temperatura Temperatura de
Analito - Modificador calibracao pirdlise de pirdlise (°C) atomizacéao (°C)
Cr Mg(NOs); Padrdes Assistida 1500 2400
aquosos por ar
Ni ausente ~ adroes  Assistida 1400 2700
aquosos por ar
Vv ausente Padrbes Assistida 1400 2700
aquosos por ar

TABELA 3.9 — Concentragbes determinadas (média + desvio padréo, n=3) para Cr, Ni e V em
plantas medicinais por SS-HR-CS GF AAS.

Nome popular Nome cientifico Cr_1 Ni - v -
(hgg) (bgg) (hgg)
Boldo Peumus boldus 3,4+0,2 23+0,3 0,90 £ 0,03
Camomila Chamomilla recutita 1,3+0,1 1,7+0,2 0,09 + 0,01
Carqueja Bachatris crispa 1,91 £ 0,08 0,9+0,1 0,46 £ 0,04
Cavalinha Equisetum ssp 12,4+ 0,8 3,9+0,6 0,14 £ 0,02
Chapéu de couro Echinodorus 49402 36+02  31+0,1
grandiflorus
Erva Cidreira Melissa officinalis 14 +2 9,9+0,7 0,22 + 0,03
Erva Doce Foeniculum vulgare 17,7+ 0,5 6,8+0,9 0,52 + 0,06
Pata de Vaca Bauhinia forficata 10,2+0,9 59+0,6 0,39+ 0,03
Graviola Annona muricata 3,2+0,2 41+0,3 0,07 £ 0,01
Guaco Mikania glomerata 26+0,3 2,0+0,2 0,15+ 0,02
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Segundo as normas da ANVISA' e os valores limites dispostos na Farmacopeia
Brasileira’®, as concentracdes maximas permitidas sdo de 25 Mg g'1 para Cr, Ni e V.
Sendo assim, para as 10 amostras analisadas os teores dos metais se situaram dentro
dos limites legais. Considerando-se os limites de deteccéo e a faixa de trabalho, pode-
se afirmar que a técnica de SS-HR-CS GF AAS é adequada para o monitoramento de

Cr, Ni e V em amostras de plantas medicinais.

3.44 Determinagao de Al por HR-CS F AAS

A determinagdo de aluminio em plantas por SS-HR-CS GF AAS é um
grande desafio do ponto de vista analitico. A concentragdo de Al comumente
encontrada em plantas é relativamente elevada para aplicacdo de um método
altamente sensivel como GF AAS. Tomando como exemplo o material de referéncia
certificado de folhas de tomateiro (SRM 1573a) que contém 598 ug g™ Al, se utilizarmos
0,1 mg desse material para andlise de solidos, a massa de analito inserida no
atomizador é de aproximadamente 59.800 pg Al. Estudos preliminares mostraram que o
limite superior da curva de calibragdo para Al em 309,2713 nm € de 1500 pg, ou seja,
quase 40 vezes menor que o contido em 0,1 mg do CRM. Considerando a
heterogeneidade e baixa representatividade para analise de soélidos com massas
reduzidas de amostra, algumas alternativas foram avaliadas para determinagédo de Al
por SS-HR-CS GF AAS. Para diminuicdo de sensibilidade, algumas estratégias
envolvendo medidas em linhas secundarias, atomizagdo em temperaturas mais baixas,
leitura apenas no pixel central (CP) e o emprego de fluxo continuo de Ar durante a
atomizacdo poderiam aumentar o intervalo linear de calibragdo e possibilitar a
determinacdo. Em contrapartida, o Al apresenta severos efeitos de memodria em GF
AAS, sendo que a insercao de altas concentracbes desse elemento no atomizador
podem inviabilizar a exatidao e precisao.

Em vista dessas limitacbes e considerando-se a versatilidade do
espectrometro ContrAA 700, avaliou-se a determinacdo de Al em amostras de plantas
medicinais por espectrometria de absor¢ao atémica com fonte continua e alta resolucéo
em chama (HR-CS FAAS) que apresenta sensibilidade menor que HR-CS GF AAS,
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sendo portanto mais adequada as concentragdes do analito presentes nas amostras.
Contudo, a utilizagdo do espectrobmetro no modo chama inviabiliza a analise direta de
soélidos. Dessa forma, as amostras foram digeridas em frasco fechado com aquecimento
assistido por radiagdo micro-ondas, segundo o programa descrito na Tabela 3.2. e os
procedimentos descritos na secao 3.3.1

A otimizacdo das condicbes de chama e da altura de observacédo € de
fundamental importdncia para obtencdo de sensibilidade, exatiddo e precisédo
adequadas para as determinacdes. Foi utilizada uma solugdo 10 mg L™ Al em meio
0,1% (m v'1) KCI, utilizado como supressor de ionizacdo devido as altas temperaturas
alcancadas pela chama acetileno-O0xido nitroso. Para otimizagdo das condi¢cdes da
chama, variou-se a vazdo de acetileno de 170 L h™ (razdo de combustivel/oxidante =
0,36) a 260 L h™' (razdo de combustivel/oxidante = 0,57), mantendo-se a altura de
observacao em 5 mm. Verifica-se que as chamas redutoras, com composicdes ricas em
combustivel, apresentaram as condigcdes mais propicias de ambiente quimico e
temperatura para a atomizagdo do Al (Figura 3.9a). A vazdo de acetileno 6tima
empregada foi de 240 L h™. Para otimizacdo da altura de observacao, utilizou-se a
condicdo de chama otimizada anteriormente (240 L h™ de acetileno), e variou-se a
altura de observacdo de 4 a 10 mm. Os resultados apresentados na Figura 3.9b,

evidenciam que a altura de observagao 6tima foi 6 mm.
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FIGURA 3.9 — Otimizagcdo da composicdo de chama (a) e altura de observagao (b) para Al por
HR-CS F AAS.
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Curvas analiticas para Al em 396,1520 nm foram obtidas para o intervalo
de 0,5 a 20 mg L™ Al com integracédo equivalente a 3 pixels. Os principais parametros
de desempenho estdo mostrados na Tabela 3.10. O procedimento apresentou limite de
deteccdo de 10 ug L' e desvios padrdo relativos da ordem de 1,1 %. As amostras
digeridas de materiais de referéncia certificados (CRMs) e plantas medicinais foram
analisadas pelo procedimento proposto e por ICP OES como método comparativo
(Tabela 3.11). As condigdes operacionais para ICP OES sao descritas na Tabela 3.4.
Para os CRMs e amostras de plantas, as concentragdes determinadas n&o apresentam
diferencas significativas com os valores certificados a um nivel de confiangca de 95%
(teste t). As amostras de plantas medicinais apresentaram concentragbes variaveis
entre 69 — 401 pg/g Al e os resultados pelo procedimento proposto foi equivalentes aos
obtidos por ICP OES a um nivel de 95% de confianga (teste t).

TABELA 3.10 — Pardmetros de desempenho para Al por HR-CS F AAS: intervalo linear,
sensibilidade, coeficiente de correlagao linear (R), concentragao caracteristica (Co), limites de
deteccao (LOD) e quantificacao (LOQ) e desvio padréo relativo (RSD).

Parametro Valor
A (nm) 396,1520
Intervalo linear (mg L™ 0,5-20,0
Sensibilidade (L mg™) 0,0076
R 0,9998
Co(mgL™ 0,6
LOD (ug L™ 10

%RSD 1,1
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TABELA 3.11 — Resultados (média + desvio padrdo, n=3) para determinacédo de Al (ug g”') em
materiais de referéncia certificados e plantas medicinais pelo método proposto (HR-CS F AAS)
e pelo método comparativo (ICP OES).

Amostra HR-CS F_1AAS ICP OES

(Mg g’) (Mg g’)

Folhas de tomateiro (SRM 1573a) 597 +9 594 +7
Folhas de espinafre (SRM 1570a) 3177 311+5
Folhas de macieira (SRM 1515) 293 £ 10 288 +4
Folhas de pessegueiro (SRM 1547) 247 + 11 245+ 2
Erva Cidreira 178 + 4 174 £ 2

Boldo 145+ 3 1635

Cavalinha 231+4 234 +3

Graviola 69+5 71+£2

Carqueja 383 2 382+3

Pata de Vaca 156 + 4 162+ 5

Guaco 1315 125+ 3

Erva Doce 401+ 24 392+4

Chapeu de Couro 3624 367 +3
Camomila 14 +4 195

Valores certificados para Al: Folhas de tomateiro (SRM 1573a) - 598 + 12 ug g™, Folhas de espinafre
(SRM 1570a) - 310 + 11 ug g™, Folhas de macieiras (SRM 1515) - 286 + 9 ug g, Folhas de pessegueiro
(SRM 1547) - 249 + 8 ug g™

A Tabela 3.12 mostra a comparagao entre as concentragdes dos analitos
determinadas neste trabalho e outros descritos na literatura. Os limites maximos
permitidos para diferentes legislagbes também sao apresentados. Os valores de Al, Cr,
Ni e V determinados por SS-HR-CS AAS foram equivalentes aos encontrados na
literatura e menores do que os valores maximos permitidos de Cr, Ni e V para
exposicdo oral descritos nas farmacopeias brasileira’ e americana® e pela Agéncia
Europeia de Medicamentos.®®> Embora hajam contradicdes, chama a atengéo o fato de
nao haver valores limites para Al dispostos em legislagéo, visto que sua essencialidade

é discutivel e este elemento é frequentemente correlacionado com o mal de Alzheimer.
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TABELA 3.12 — Concentragdes de Al, Cr, Ni e V em plantas medicinais obtidas neste trabalho
em comparagdo com trabalhos da literatura e legislagdes.

Referéncia Al(ugg”) Cr(ugg”) Ni(ugg")  V(ugg?)
Este trabalho 69 — 401 1,3-177 0,9e9,9 0,07 e 3,11
Kalny et al. "° - 0,39-0,91 3,86-11,3 -
Lozak et al. ° - 0,94 2,99 0,51
Bu et al. 8 49-559 022-241 055-73 0,028 -0,62
Nookabkaew et al. ?° 33-6130 0,21-124 553-9,2 0,06 -7,7
US Pharmacopeia - - <50 <10
EMEA - <25 <25 <25
Farmacopeia brasileira " - <25 <25 <25

3.5 Conclusoées parciais

Neste capitulo foi demonstrado que a otimizagcdo do programa de
temperaturas para o forno de grafite, com uso de modificador quimico (apenas para Cr)
e etapa adicional de pirdlise assistida por ar possibilitou 0 emprego da calibragdo com
padrdes aquosos na determinacao de Cr, Ni e V em plantas medicinais por SS-HR-CS
GF AAS. Os procedimentos apresentaram boa exatiddo e as concentragdes
determinadas se situaram entre 1,3 - 17,1 uyg g™ Cr,0,9—-9,9 ug g™ Ni e 0,07 — 3,11 g
g’ V. Devido a alta concentracdo, Al foi determinado por HR-CS F AAS e as
concentracdes desse nas amostras variaram entre 69 e 401 ug g”'. De um modo geral,
as concentracdes determinadas para os analitos nessas amostras foram inferiores aos

limites estabelecidos em legislagao.
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Determinacdo simultanea de Al, Cr e’V
em plantas medicinais por
espectrometria de emissdo atémica com
filamento de tungsténio (WC AES)
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DETERMINAGAO SIMULTANEA DE Al, Cr e V EM PLANTAS
MEDICINAIS POR ESPECTROMETRIA DE EMISSAO ATOMICA COM
FILAMENTO DE TUNGSTENIO (WC AES)

4.1 Introducgao e revisao bibliografica

411 Fundamentos, instrumentacao e aplicagcdes para WC
AES

Atomizadores eletrotérmicos vém sendo empregados em analises
quimicas por técnicas espectrométricas desde o final da década de 1950, devido a
vantagens como alta sensibilidade, baixos limites de detecgao, utilizagdo de pequenos
volumes de amostra e possibilidade de pré-tratamento da amostra durante a etapa de
pirdlise. Dentre os dispositivos eletrotérmicos, destaca-se o uso de atomizadores
baseados em superficies grafiticas, sendo a GF AAS a técnica que apresentou os
maiores avangos ao longo dos anos e uma das mais empregadas atualmente para
determinacdes de elementos traco em um ampla variedade de matrizes.®® No entanto,
essa técnica apresenta alguns inconvenientes inerentes ao material, tais como
formacéo de carbetos refratarios, baixa taxa de aquecimento e fenémenos de difuséo e
adsorcdo na superficie de grafite e que podem dificultar a atomizagdo de alguns
elementos e prejudicar a precisdo e exatiddo das medidas. Além disso, limitagdes
referentes ao arranjo instrumental devido a necessidade de uso de fontes de alta
poténcia e sistemas de refrigeracao, que prejudicam a viabilidade de desenvolvimento
de equipamentos portateis e contribuem para a elevagdo dos custos de aquisicao e
manutengao.

Frente as limitagbes apontadas para GF AAS e em vista da necessidade
de desenvolvimento de novos dispositivos e materiais, o emprego de atomizadores
metalicos desponta como uma alternativa viavel. Atomizadores baseados em metais
como Mo, Pt e W, apresentam alguns aspectos favoraveis como: i-) menor formagéao de
carbetos, ii-) elevada vida util, iii-) rapido aquecimento através de uma fonte de baixa
poténcia, iv-) menor emissao de radiagcao nas regides visivel e ultravioleta do espectro
eletromagnético, v-) menor gradiente de temperatura desenvolvido durante o
aquecimento em comparagdo com superficies de grafite.®® Dentre os materiais

utilizados na confecgdo de atomizadores metalicos, destaca-se o tungsténio por
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apresentar o maior ponto de fusdo dentre todos os elementos (3695 K), baixo calor
especifico (0,132 J K" g™") e boa condutividade elétrica. Outras caracteristicas bastante
atrativas de atomizadores de W s&o a elevada estabilidade, resisténcia a acidos como
HNOs3, HCI e H,SO4, baixo custo, ampla disponibilidade (obtidos a partir de bulbos de
lampadas) e produgdo em massa sob especificagdes estritas. Devido a boa ductilidade
do metal, atomizadores de tungsténio podem ser encontrados na forma de tubos,
copos, plataformas, fitas, fios e filamentos, sendo o Ultimo tipo o mais utilizado.®® Para
proteger o atomizador contra oxidagdo e aumentar sua vida util, a utilizacdo de purga
com uma mistura gasosa de Ar:H; & geralmente indicada. O ambiente inerte e redutor
propiciado pelo gas de purga auxilia também no processo de atomizacao e formacéo da
nuvem atdmica.!” Apesar das vantagens apontadas, a atomizagdo em filamento de W
ocorre em ambiente aberto, o que prejudica a isotermicidade do sistema. QUEIROZ et
al.®® verificaram gradientes de temperatura da ordem de 250 °C para cada 1 mm acima
da superficie, levando a severos efeitos de matriz.

HOU e JONES® descreveram em um trabalho de revisdo o uso de
atomizadores de tungsténio para medidas de absorgdo atébmica (WC AAS), onde
destacam limites de deteccdo comparaveis a GF AAS. Embora altamente sensivel e
aplicavel a determinacdo de varios analitos em uma gama de amostras,® o emprego da
WC AAS ainda é geralmente monoelementar e requer o uso de fontes de radiacdo que
dificultam a portabilidade. GU et al.®® empregaram o filamento de tungsténio como
atomizador para medidas de fluorescéncia atbmica (WC AFS). Os autores
determinaram simultaneamente 9 elementos (Ag, Bi, Cr, Cu, Ga, In, Mg, Mn e Tl) com
limites de detecgéo entre 0,3 e 10 ng. Além do emprego como atomizador, a aplicagao
de filamentos de tungsténio para introdugdo de amostras para técnicas de plasma como
ICP OES®' e ICP-MS® s3o descritas na literatura.

Até recentemente, pouco interesse era direcionado a aplicagdes
envolvendo medidas de emissdo devido a alta intensidade de emiss&o de fundo e a
energia insuficiente para excitagao de alguns elementos. Entre 2005 e 2006, RUST e

colaboradores®%

propuseram a medida simultédnea de sinais de emissao atébmica (WC
AES) utilizando um filamento de tungsténio como fonte de excitagdo, alinhado a um
monocromador de alta resolucdo e um detector. No primeiro trabalho®® os autores

determinaram elementos facilmente excitaveis como Ca, Ba e Sr com limites de



Capitulo 4 47

deteccdo de 0,01; 0,5 e 0,1 pg L™, respectivamente, e RSDs de até 7%. No outro
trabalho®™, os autores avaliaram a determinacéo de Al, Co, Cr, Dy, Ga, K, Mn, Pb, Rb,
Sc e Yb utilizando o mesmo arranjo instrumental. Seis desses analitos (Dy — 404,6 nm ;
Ga - 403,3 nm; K — 404,4 nm, Mn — 403,1 nm, Pb — 405,8 nm e Sc — 404,8 nm)
puderam ser detectados simultaneamente em uma janela espectral de
aproximadamente 4 nm. Limites de detecgao entre 0,003 (Cr, Yb) e 10 ng (Pb) foram
obtidos.

A Figura 4.1 mostra o esquema basico atual de um espectrometro de
emissao atébmica com filamento de tungsténio.95 O equipamento de WC AES é
composto por um atomizador de tungsténio na forma de filamento extraido de uma
lampada comercial de 150W e 15V apds remogao do invélucro de vidro. A conexao
elétrica inferior € mantida intacta e o bulbo é conectado em um soquete de ceradmica. O
filamento € mantido dentro de uma cela de vidro de borossilicato em formato de T com
extremidades horizontais vedadas com janelas de quartzo para confinamento da
mistura gasosa Ar:H,. O atomizador € aquecido resistivamente com uma fonte de baixa
poténcia através da aplicacdo de uma corrente constante, sendo utilizado um
multimetro para monitoramento da diferenca de potencial resultante ao longo do
programa de aquecimento. A radiagao emitida é focalizada utilizando uma lente, onde é
direcionada até um espectrografo e posteriormente ao detector. O sistema ¢é ligado a
um computador para controle do programa de aquecimento e aquisicdo dos sinais

analiticos.
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FIGURA 4.1 — Diagrama esquematico basico de um espectrémetro de emissado atdmica com
filamento de tungsténio WCAES. Fonte: Adaptado de VIRGILIO et al.*

Desde a proposicdo da WC AES, varios avangos analiticos e,
principalmente, instrumentais foram observados ao longo dos anos. DONATI et al.%®
determinaram 14 lantanideos em amostras de solo por WC AES utilizando um
monocromador de baixa resolugdo. Para reduzir parte da intensa radiagdo de fundo
proveniente do filamento e evitar a saturacdo do detector, os autores utilizaram uma
fenda com abertura de 2 mm entre as lentes focalizadoras. Os autores observaram
também que o uso de filamentos novos proporcionava sinais de emissdao até 50%
menores do que os mesmos filamentos apdés 100 ciclos de aquecimento, devido
possivelmente a formacao de uma camada de 6xido que aumenta a area superficial do
atomizador ao longo de sua vida util. Em virtude disso foi proposto um programa para
condicionamento através da oxidacdo forcada do filamento, visando aumentar a
intensidade dos sinais e, consequentemente, a sensibilidade. Foi avaliada também a
utilizagdo de somatorio de intensidades de linhas de emiss&o para um mesmo elemento
para fins de incremento de sensibilidade. Limites de detecgao entre 0,8 e 600 ug L

(sem somatério de intensidades) e entre 0,7 e 200 ug L™ (utilizando a estratégia de
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somatério de intensidades) sendo geralmente menores do que os obtidos aplicando-se
F AAS. Em outro trabalho do mesmo grupo®” foram determinados simultaneamente Cr,
Ga, In e V em amostras de solo e aguas. Limites de detecgdo entre 4 - 300 ug L™ (Cr -
V) e precisdo de até 6,5% foram obtidos utilizando novamente o somatério de
intensidades de linhas de emissao.

DONATI et al.%® propuseram um procedimento para determinacéo indireta
de iodo por WC AES. Esse elemento apresenta alta energia de excitacdo e € um
desafio analitico inclusive quando s&o utilizadas fontes mais energéticas como plasmas
de argbnio. Os autores utilizaram a adicdo de quantidades conhecidas de In para
formacao da espécie diatdmica Inl, que apresenta alta estabilidade e portanto ocasiona
um decréscimo do sinal analitico proporcional a quantidade de iodo na amostra. Em
testes de adi¢ao e recuperagao em agua de torneira, foram verificadas recuperagdes de
até 140%, sendo essas atribuidas a formagao de InCl e/ou InF que podem também
ocasionar atenuagao no sinal e levar a determinacao de concentragdes aparentes de |
mais elevadas. Nesse método, a sensibilidade é proporcional a concentracdo de In
adicionada, sendo que limites de deteccdo de 0,6 e 3,0 mg L™ | foram obtidos para
solucdes contendo 10 e 50 mg L™ In, respectivamente.

Na busca por reduzir as limitagbes atribuidas ao comportamento nao-
isotérmico entre a fase gasosa e a superficie, DONATI e colaboradores®® propuseram a
utilizagdo de um arranjo instrumental com dois filamentos de tungsténio. Medidas de
temperatura na fase gasosa utilizando dois filamentos mostraram temperaturas até 500
K maiores do que o arranjo com apenas um filamento. A maior temperatura alcangada
possibilitou a observacao de sinais de emissao para elementos mais dificiimente
excitaveis como Ag, Cu e Sn. O uso do arranjo com dois filamentos levou a limites de
deteccao até 40x menores para V e melhora significativa na preciséo para Sr e Ti. Em
outro trabalho do mesmo grupo'®, foi proposta a utilizagdo de uma nova cela metalica
de atomizagdo para contornar as interferéncias causadas devido ao ambiente n&o
isotérmico. A cela apresenta uma fenda de saida que proporciona menor propagagao
da radiagcédo de fundo. Sua construg¢do em Al e design fechado proporciona menores
gradientes de temperatura e gera um maior confinamento da nuvem atémica durante a
atomizagdo. Os autores avaliaram ainda diferentes gases e misturas para purga

contendo Ar, N, CO,, He, H, e CsH», obtendo os melhores resultados com a mistura
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10% H; : 90% Ar. Limites de deteccgédo ligeiramente menores foram obtidos com o novo
design quando comparados a trabalhos prévios na literatura.

Explorando as vantagens decorrentes da utilizagdo de um atomizador
metalico, o grupo de JONES'" desenvolveu um instrumento portatil para medidas em
campo. Esse instrumento era composto por um detector portatii e de ampla janela
espectral, uma lente colimadora e a mesma cela de Al desenvolvida em trabalho

anterior, %

os componentes foram montados em uma base cerdmica e podem ser
operados com uma bateria automotiva de 12 V. Limites de deteccéo entre 0,04 e 1500
ug L foram observados para os 15 elementos avaliados (Al, Ba, Cr, Cs, Cu, Eu, Fe,
Ga, Li, Mg, Mn, Rb, Sr, V e Yb). Materiais de referéncia certificados de aguas e plantas
foram utilizados para avaliar a exatidao e recuperagdes entre 72 e 157% foram obtidas.
Devido a capacidade de realizar a decomposicdo da matriz durante a
etapa de pirdlise, o uso da atomizagao eletrotérmica com filamento de tungsténio
possibilita a realizacao de analises com minimo pré-tratamento da amostra. SANTOS et
al."® estudaram a digestdo in situ assistida por uma mistura oxidante (15% v v H,O, +
1% v v'' HNO3)para determinagao direta de Ca em amostras de suco e aguas mineral e
de cbéco por WC AES. Utilizando esse procedimento, recuperacdes entre 87 - 116 %
foram obtidas para amostras enriquecidas. As amostras foram analisadas
comparativamente por ICP OES e n&o foram observadas diferengas estatisticamente

significantes. Em outro trabalho, SANTOS e colaboradores'®

utilizaram procedimentos
de protedlise enzimatica e digestdo in situ para determinagao direta de Cs e Sr em
amostras de peixe por WC AES. A exatidao foi avaliada por analise comparativa com
ICP OES e usando testes de adicao e recuperacao. Limites de deteccao de 0,07 e 0,15

1.'%* avaliaram a WC

ug L™ foram obtidos para Cs e Sr, respectivamente. DANCSAK et a
AES para determinacdo de Na, K, Cr e V em biodiesel apdés simples diluicdo das
amostras em metanol ou etanol. Os autores encontraram concentragdes de 6,1 a 95,6
mg kg'1 para Na e K (LODs =20 e 70 ug kg'1, respectivamente), entre 0,22 - 0,43 mg kg’
' para V (LOD = 90 pg kg™') e menores que o limite de detecgado (70 ug kg™') para Cr.
SALIDO e JONES' observaram que as intensidades de sinais de
emissao para Sr por WC AES eram potencializadas na presenca de altas
concentragcdes de Al e K. Os autores avaliaram a influéncia de concentragdes

crescentes ente 100-1000 mg L™ de Al e K, denominados modificadores quimicos em
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analogia & GF AAS, sobre as intensidades de emissao para 50 ug L™ Sr. O uso de 100
mg L™ Al e K como modificadores, proporcionou limites de detecgéo de 2 (LOD =0,9 ug
L") a 28 vezes menores (LOD = 0,07 ug L), respectivamente, do que os obtidos na
auséncia dos mesmos (2,0 ug L™"). A exatiddo foi avaliada analisando-se CRM de agua
e nenhuma diferenga significativa foi observada para presenca e auséncia dos
modificadores.

SILVA et al.'% verificaram efeito semelhante sobre o sinal de emiss3o para
Cr na presenca de Co em experimentos com WC AES. Os autores afirmaram que a
presenca de elementos que apresentam energias de ionizagéo até 2,1 eV maiores que
as do analito, faciltam a ocorréncia de reagdes de transferéncia de carga e
recombinagao, produzindo assim uma maior populacdo de atomos no estado excitado
e, consequentemente, aumento dos sinais de emissdo. Ganhos de até 10X no limite de
deteccdo (de 0,7 para 0,07 mg L™ Cr) e reducéo de efeitos matriciais foram apontados
como as principais vantagens para o emprego de 1000 mg L' Co como modificador.
Em outro trabalho dos mesmos autores,’” Mg(NOs), foi utilizado como modificador
para determinagdes de Mn por WC AES. Limites de deteccédo 17 vezes menores (0,05
mg L") e melhorias de até 50% nos desvios padrdo relativos foram observados ao
adicionar 750 mg L' Mg como modificador. O procedimento foi aplicado para a
determinacdo de Mn em CRMs de plantas e adequada exatiddo foi obtida apenas
quando o modificador foi empregado.

VIRGILIO e colaboradores® avaliaram Co, Ni e Pd como modificadores
para aumento de sensibilidade para V por WC AES. Quando utilizados 100 mg L™ Co e
400 mg L™ Ni, sinais de emissdo mais intensos e com apice em tempos maiores de
atomizacgao/excitagao (i.e. 2 s apds o inicio) foram observados. Os autores afirmaram
que apesar das maiores temperaturas alcancadas pelo filamento para atomizacéao
prolongada, a maior emissao de fundo compromete a raz&o sinal analitico — sinal de
fundo, e consequentemente, prejudica os limites de detecgdo. Para 800 mg L' Pd como
modificador os sinais analiticos aparecem 1,5 s apds o inicio da atomizacao/excitacao,
obtendo intensidades de emissdo maiores e limites de deteccao 4 vezes menores do
que aqueles reportados na literatura para o mesmo sistema sem o uso de modificador.
Para verificar a exatiddo foram analisados um CRM de dleo lubrificante e amostras

enriquecidas de 6leos usados, obtendo-se recuperagoes entre 85 e 119 %.



Capitulo 4 52

4.2 Objetivos especificos

Esta etapa do trabalho de tese tem como principais objetivos o
desenvolvimento de um novo método para avaliagdo da temperatura do filamento de
tungsténio e de procedimentos analiticos baseados em espectrometria de emissao
atbmica com filamento de tungsténio (WC AES) para determinagédo simultanea de Al,

Cr, e V em amostras de plantas medicinais.

4.3 Parte Experimental
4.3.1 Instrumentacgao e condigoes operacionais

O espectrobmetro de WC AES utilizado neste trabalho (Figura 4.2) foi
baseado no diagrama apresentado na Figura 4.1 da Seg¢ao de Revisao Bibliografica
deste capitulo.®® Um espectrégrafo Czerny-Turner MonSpec 18 (Scientific Measurement
Systems, EUA) e um detector CCD refrigerado termoeletricamente Spec-10 (Princeton
Instruments, EUA) foram empregados. O atomizador consistiu de um filamento de
tungsténio com 10 espiras extraido de bulbos microscopicos de lampadas Xenophot
HLX 64633 de 150 W, 15 V (Osram, Alemanha). O filamento e sua base contendo a
conexao elétrica foram mantidos e conectados a um soquete ceramico com dois
orificios. O atomizador foi mantido em uma cela de atomizagdo D131703 de vidro
borosilicato em forma de T (Ace Glass, EUA) com duas janelas de quartzo para
vedacao das extremidades horizontais.

O filamento de tungsténio foi aquecido resistivamente utilizando uma fonte
VI-LU1-EU-BM de corrente constante com poténcia de 200 W (Vicor, EUA), e a
radiagdo emitida foi focalizada utilizando lentes de silica fundida com distancia focal de
75 mm e didmetro de 25 mm. Foi utilizada uma mistura gasosa constituida por 10 % H
/90 % Ar sob uma vazao de 1,0 L min™ durante todo o ciclo de aquecimento, para evitar
a oxidacao do filamento e promover uma melhor atomizagao/excitacdo. Para minimizar
os sinais de emissao de fundo devido a emissao de corpo negro durante a etapa de
atomizagéo, a imagem 1:1 focalizada do filamento foi posicionada a 1 mm do eixo
central da fenda de entrada do espectrégrafo. Uma etapa de atomizagdo de 5 s e a

aquisicao sucessiva de 10 espectros com tempo de integragdo de 500 ms foram
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utilizados nas medidas. Uma micropipeta de 2-20 uL (Eppendorf, EUA) foi utilizada para

dispensar as solug¢des diretamente na superficie do atomizador.

FIGURA 4.2 — Foto do espectrdbmetro de emissdo atémica com filamento de tungsténio (WC
AES), composto de controle de vazado da mistura Ar/H, (a), fonte de energia (b), cela de vidro
borossilicato (c) com orificio de introdugdo da amostra (d), atomizador de filamento de
tungsténio (e), janelas de quartzo (f), lente focalizadora (g), fenda de entrada (h) do
espectrografo (i) e detector CCD (j). Fonte: Autor e adaptagcdo de DONATI.2¢

Para o desenvolvimento do método voltamperométrico de medida da
temperatura, foi utilizado um microscépio trinocular 6ptico EMZ-5TR com aumento
ocular de 30X e lentes objetivas com aumento de 3X (Meiji, Japao) para determinar o
raio dos filamentos, e uma balanga analitica de precisdo AE 100 (Mettler, EUA) para
medir a massa do atomizador apos remoc¢ao da base. Um multimetro digital 42-range
(RadioShack, EUA) foi utilizado para determinar as correntes fornecidas pela fonte e
para monitorar o potencial durante o ciclo de aquecimento.

Medidas de absorgédo atdbmica para determinacédo da temperatura da fase
gasosa foram feitas utilizando uma Iampada EDL (Westinghouse, EUA) posicionada no
eixo do atomizador e em diregao oposta ao espectrografo. A lampada operou com uma
corrente de 11 A fornecida por uma fonte (Perkin Elmer. EUA). Uma lente de silica
fundida de distancia focal 150 mm e didmetro de 25 mm foi utilizada para focalizar a
radiagdo proveniente da lampada EDL. As amostras sélidas de plantas medicinais
foram digeridas com o auxilio de um bloco de aquecimento de aluminio. Para obtengao

de dados comparativos foi utilizado um espectrometro ICP OES Prodigy High
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Dispersion (Teledyne Leeman Labs, EUA) operando segundo os padrées

recomendados pelo fabricante.

4.3.2 Reagentes, solugoes e amostras

Para preparo das solucbdes analiticas foram utilizadas solu¢des-padrao
estoque monoelementares 1000 mg L™ de Al, Cr e V (High Purity Standards, EUA),
agua destilada-deionizada Milli-Q (Millipore, EUA). Todas as solu¢des analiticas foram
preparadas em meio 1% v v' HNO; (Fisher Scientific, Canada). Solucdes de
modificadores foram preparadas por diluicdo apropriada de solugdes-padrdao 10 ou 20 g
L™ de Co, Ni e Pd (Spex, Edison, EUA). Para as medidas de AAS foi utilizada uma
solucdo 2,0 mg L' de Sn. Para digestdo das amostras, HNOs; e HCI padrio
espectroscopico concentrados (Fisher Scientific) e H,02, 30 % v v' (GFS Chemicals,
EUA) foram utilizados.

Para construgcéo das curvas de temperatura de pirélise e atomizacao foi
utilizada um solucdo multielementar 10 mg L™ de Al, Cr e V. Para avaliar a influéncia da
concentragao dos modificadores nos sinais analiticos, solugbes multielementares 10 mg
L™ de Al, Cr e V foram preparadas na auséncia e presenca de 100-1000 mg L™ de Co,
Ni e Pd. Nesses casos, o branco consistiu de uma solucdo contendo 0-1000 mg L™ de
cada modificador sem a presenca do analito. Cinco amostras de plantas medicinais
Boldo (Peumus boldus), Camomila (Chamomilla recutita), Citrus (Citrus ichangensis),
Cha Verde (Camellia sinensis) e Menta (Mentha piperita) foram adquiridos na forma de
envelopes de cha em um mercado local de Winston-Salem, NC (EUA). E importante
mencionar que as amostras empregadas nesse capitulo sédo distintas das utilizadas no

primeiro capitulo.

4.3.3 Procedimentos analiticos

Para comparagao entre as temperaturas alcancadas para filamentos
novos e usados, os filamentos novos foram submetidos a um tratamento térmico e
condicionamento descrito no programa de aquecimento do atomizador (Tabela 4.1). A

temperatura da fase gasosa foi determinada utilizando o método de absorgao atémica
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de duas linhas de Sn proposto por STURGEON e CHAKRABARTI'® ¢ os valores mais

recentes para as constantes fisicas.'®

TABELA 4.1 — Programa de aquecimento para tratamento térmico e condicionamento de
filamentos de tungsténio novos.

Etapa Corrente aplicada (A) Tempo (s) Vazao de gas
Tratamento 1 3,0 10 atmosfera
Tratamento 2 5,0 5 atmosfera
Tratamento 3 0 10 atmosfera
Tratamento 4 5,0 5 atmosfera

Condicionamento 1 3,5 150 1,0 L min™ Ar/ H,
Condicionamento 2 4,5 150 1,0 L min™ Ar/ H,
Condicionamento 3 55 200 1,0 L min™ Ar/ H,
Condicionamento 4 7,0 70 1,0 L min™ Ar/ H,
Condicionamento 5 10,0 30 1,0 L min™ Ar/ H,

Linhas de emisséo para Al em 396,1 nm, Cr em 425,3 nm e V em 437,9

nm foram avaliadas neste trabalho. Em WC AES, varios elementos apresentam

intensidades de emissao maximas entre 1,5 e 2,0 s apds o inicio da etapa de

atomizagao. Sendo assim, foi realizado o registro sucessivo de 6 espectros com tempo

de integracdo de 500 ms, totalizando 3 s de registro. Para minimizar problemas

relacionados a eventuais residuos no atomizador, ampliou-se a duracao da etapa de

atomizacdo. E importante ressaltar que durante todo o programa de aquecimento para

aquisicao dos sinais (Tabela 4.2) foi utilizada a mistura gasosa 10 % Hz /90 % Ar a uma

vazao de 1,0 L min™.
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TABELA 4.2 — Programa de aquecimento utilizado para otimizagdes por WC AES.

Corrente aplicada

Etapa (A) Tempo (s) Aquisigcao de sinal
Secagem 1 3,7 35 nao
Secagem 2 3,5 20 nao
Secagem 3 2,7 20 nao

Pirdlise 2,0* 15* nao
Resfriamento 0 10 nao
Atomizacgao 10* 5 sim

* Para a avaliagao da pirdlise e atomizagao esses parametros foram variados

Para a digestdo das amostras, massas de aproximadamente 300 mg
foram pesadas e transferidas para os frascos do bloco digestor. Foram adicionados 4,0
mL de HNOs3, 1,0 mL de HCI, concentrados, e 2,0 mL deH,0, e a mistura foi submetida
a digestao em frascos abertos aquecidos a 140 °C por 3 h. Para evitar a secagem
durante a digestdo, aliquotas de 2 mL de agua foram adicionadas a cada 45 min. Apos
a digestao, filtraram-se as solugdes, adicionou-se a solugdo com modificador as
amostras e os frascos foram avolumados para 10,0 mL com agua. Para avaliagdo da
exatiddo do procedimento foi utilizada a analise das amostras (n=3) por ICP OES para

Al e experimentos de adi¢ao e recuperacao para Cr e V por WC AES.

4.4 Resultados e discussao

4.41 Desenvolvimento do método voltamperométrico para
determinagao da temperatura do filamento

Considerando o filamento de W como um fio cilindrico enrolado na forma
de uma espira, a area da circunferéncia, o volume do fio e a densidade do material

podem ser obtidos a partir das equacdes 4.1, 4.2 e 4.3, respectivamente:

A= mr? (Eq. 4.1)
V=mnrL (Eq. 4.2)

d=m/V (Eq. 4.3)
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Onde A é a area do filamento (m?), r é o raio do filamento (m) e L é o
comprimento do filamento (m). Sabendo que a densidade do tungsténio (d)'® é a razao
entre a quantidade de matéria m (kg) e o volume ocupado V (m?), e apresenta o valor

de 19250 kg m™, substitui-se o valor de V da Eq. 4.3 na Eq. 4.2:

T=nril, - L=-—

p g (Eq. 4.4)

Dividindo-se os ambos os termos da igualdade da equacéo 4.4 pela area
(Eq. 4.1), obtém-se a equacéo 4.5:

m
L d 112 L m
—=—— - — = Eq. 4.5
A T2 A dn?rt (Fq.4.9)

Para determinacdo da razdo L / A para o filamento de tungsténio, &
necessaria a determinagao da massa do atomizador e do raio do fio, visto que os outros
termos da equacdo 4.5 sdo constantes e conhecidos. Para obtencdo do valor de
massa, os filamentos novos e condicionados foram cortados na base e pesados com
precisdo em uma balanca. Massas de 0,0922 + 0,0003 g para filamentos novos e
0,0940 + 0,0011 g para os condicionados foram determinadas (média + desvio-padrao,
n=3), sendo os ultimos maiores devido a formagao de 6xidos na superficie metalica. O
raio do fio constituinte do filamento foi determinado através de observagdes ao
microscopio, com valores de 0,144 £ 0,001 mm e 0,1515 £ 0,0006 mm para filamentos
novos e condicionados (média * desvio padrdo, n=3), respectivamente. A maior
espessura do raio do filamento usado contribui também com a hipétese de formagao de
oxidos superficiais. A Figura 4.3 mostra imagens obtidas por microscopia Optica com
aumento de 45 vezes para o filamento novo (a) e condicionado (b)''°. Verifica-se que o
filamento tratado termicamente apresenta aspecto rugoso e com pontos brilhantes,
possivelmente atribuidos a particulas de 6xido de tungsténio.

Utilizando-se os dados experimentais obtidos e a Eq. 4.5, o valor de L/A
para filamentos novos foi de 1,13 x 10° + 0,02 x 10° m™. Devido & camada de 6xido
formada durante o processo de condicionamento (Figura 4.3b), a densidade do material

€ provavelmente diferente daquela do tungsténio puro, e, portanto, um novo valor para
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d é requerido na Eq. 5. Sendo assim, a razéo L/A para filamentos usados foi calculada
a partir do valor de L para filamentos novos, supondo que o comprimento do filamento
nao varia quando é feito o tratamento térmico. A area do filamento foi calculada a partir
do raio e da Eq. 4.1, obtendo-se entdo uma raz&o L/A de 1,02 x 10° + 0,01 x 10° m™

para o filamento condicionado.

FIGURA 4.3 — Imagens obtidas por microscopia 6ptica (magnitude de aumento de 45 X) para
filamento de tungsténio novo (a) e apods programa de condicionamento (b). Adaptado de
VIRGILIO et al.""°

Os filamentos utilizados nos experimentos para determinacdo de L/A
foram descartados. Considerando-se a fabricagdo em massa dos bulbos de ldmpadas e

com estrita especificacdo e controle de qualidade, é esperado que outros filamentos do



Capitulo 4 59

mesmo lote apresentem o mesmo comportamento. Utilizando-se outros filamentos
novos e condicionados confinados dentro da cela com fluxo de gas, aplicaram-se
correntes nominais (1) de 1 a 10 A e mediu-se a diferenca de potencial (V). A partir
desses dados € possivel obter uma curva que relaciona a corrente aplicada com o

potencial medido, sendo a equagéo polinomial de ajuste da curva dada por:

V =0,0017 I3 + 0,0521 I> + 0,07458 1 — 1,6898 (Eq. 4.6)

Com auxilio do Microsoft Solver (suplemento do Microsoft Excel) e da Eq.
4.6, calculou-se o valor de corrente efetivamente aplicada no filamento. Com os valores
medidos de potencial (V) e calculados de corrente (1), € possivel calcular a resisténcia R

do filamento (Q) através da equacéo 4.7:
R=V/I (Eq. 4.7)

A partir dos valores calculados de resisténcia (Q) e L/A (m™), é possivel

calcular a resistividade do filamento p (Q m), segundo a equagéo 4.8.

(Eq. 4.8)

p:

| |

A temperatura superficial do atomizador foi calculada considerando-se a
relacdo com a resistividade do tungsténio (Figura 4.4) proposta por DESAL e

colaboradores.'
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FIGURA 4.4 — Relagao entre a resistividade e a temperatura para o tungsténio a partir de dados
de DESAL et al.™"

A partir dos dados da curva de ajuste obtida para a Figura 4.4, obteve-se a

equacao 4.9 que correlaciona temperatura T (K) e a resistividade p(Q m):
p= 45776.10711 x T12415 (Eq. 4.9)

Na Eq. 4.8, substituindo-se o valor de p dado em Eq. 4.9, o valor de R em
Eq. 4.7 e efetuando os rearranjos, pode-se determinar a temperatura do filamento de
tungsténio a partir do simples monitoramento do potencial apds aplicagdo de uma

corrente elétrica, segundo:

0,805477245

dadp x 2,128731811.108 (Eq. 4.10)

T = o
A
Onde T é a temperatura (K), ddp € o potencial (V), L/A a razéo
comprimento/area (m™) e | a corrente aplicada (A). E importante ressaltar que o valor do

potencial para o calculo da resisténcia foi coletado apods 30 s de aplicagao da corrente,
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ou seja, quando o filamento atinge o estado de equilibrio de temperatura. O método
desenvolvido''® foi aplicado na determinacdo da temperatura em filamentos novos e
condicionados, e comparado a outros descritos na literatura como o proposto por
LEVINE et al.,""? baseado na medida de radiacdo de corpo negro, e por NAVARRE e
WALLACE"" avaliando condicdes de néo equilibrio, mostrados na Figura 4.5.

Os valores de temperatura utilizando o método de radiagcdo de corpo

negro''?

sdo ligeiramente diferentes, especialmente quando baixas correntes sao
aplicadas. Essa discrepancia pode ser atribuida a menores emissdes de radiacdo de
corpo negro em condigdes de baixa corrente. O método desenvolvido por NAVARRE e
PAIGE'" propde a determinacéo da razao L/A a partir da medida direta da resisténcia a
uma dada temperatura. As principais desvantagens do método de n&o equilibrio sdo a
necessidade de controle criterioso da temperatura do ambiente e o uso de

equipamentos bastante precisos e sensiveis para medir baixas resisténcias elétricas.

4500
1 m  Método voltamperométrico (novo)
4000 ¢ Meétodo voltamperométrico (condicionado)
4 A Meétodo de radiacéo de corpo negro °
3500 ¥ Método de néo equilibrio ® .
®
S &
< 3000 i
o !
2 2500 A . !
g 8l
: ol
£ 2000 ~ ‘ A
57 ] =
a i
1500 ‘
1 )
1000 as?
] s A®y
EF¥
500 —
T T T T T T T T Y T
0 2 4 6 8 10

Corrente aplicada (A)

FIGURA 4.5 — Temperaturas superficiais para atomizadores de tungsténio em diferentes
correntes aplicadas para filamentos novos e condicionados''’, e comparagdo com outros
métodos descritos na literatura.''?'"
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Apesar das diferencas apontadas, aplicando-se uma corrente de 10,5 A,
por exemplo, foram observados desvios de 2,7 e 0,4 % entre 0 método proposto e os
meétodos de radiagido de corpo negro e de nao equilibrio, respectivamente. Aplicando-se
essa mesma corrente, verifica-se que as temperaturas da superficie de filamentos
condicionados sdo cerca de 260 K maiores do que as obtidas para filamentos novos.''°
Vale ressaltar que as temperaturas apresentadas nao foram medidas empiricamente
com um pirébmetro optico.

Em WC AES, os sinais de emissédo atdmica atingem o maximo entre 1-2 s
apos o inicio da atomizagdo e duram cerca de 1 s.% Sendo assim, a determinagdo da
temperatura da superficie do atomizador apds alguns segundos de atomizagao
(condicao de equilibrio), fornece poucas informagdes a respeito do processo. A Figura
4.6 mostra as temperaturas estimadas para os filamentos de tungsténio novos e
termicamente tratados em diferentes tempos de atomizagcdo apds aplicacdo de uma
corrente 10,5 A.

4000

—m— atomizador novo
3800 - —e— atomizador condicionado

3600 e

Temperatura (K)
®
3
1

3200 +

3000 +

2800 —————7——7——1——
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (s)

FIGURA 4.6 — Temperaturas superficiais para atomizadores novo e condicionado em diferentes
tempos de atomizacéo aplicando 10,5 A.""°

Apos 2 s de atomizagdo, tempo em que se observam os sinais de
emissao, verificou-se que a temperatura obtida para o filamento condicionado é cerca

de 170 K maior do que a obtida com o filamento novo. Os resultados dos experimentos

108

envolvendo as medidas de absorgdo atdbmica para as duas linhas de Sn ™, mostraram
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que as temperaturas da fase gasosa séo cerca de 4% maiores para atomizadores
condicionados em comparagao com os novos. Esse fendbmeno pode explicar as maiores
intensidades de emissao observadas em trabalhos anteriores que utilizaram filamentos
condicionados.®®%" Além disso, a formagdo de um fime de dxidos de tungsténio
aumenta a area superficial e pode gerar alteragdes na formagao de precursores ou

ainda nos mecanismos e processos de atomizacao.

4.4.2 Avaliagcao das etapas de pirdlise e atomizagao e estudo
de modificadores quimicos

Devido a dificuldade de monitoramento e controle da temperatura do
atomizador, poucos trabalhos descreveram a avaliagdo de curvas de temperatura de
pirdlise e atomizagdo em WC AES.'™ Vale ressaltar que nas medidas de emissdo
atbmica em filamento de tungsténio, a etapa denominada como atomizagao
compreende também a excitagcao dos elementos devido a elevada energia, sendo que o
termo atomizagdo foi adotado por analogia com GF AAS. Com o método
voltamperométrico desenvolvido''® foi possivel a obtencdo de curvas de pirdlise e
atomizacdo para Al, Cr e V simultaneamente, utilizando filamentos condicionados
(Figura 4.7). Para isso, adicionou-se 20 L de uma solucdo 10 mg L' de Al, Cre Ve o
programa de aquecimento descrito na Tabela 4.2 foi empregado.

Variou-se a corrente aplicada entre 2 A (T = 840 K) e 5,5 A (T = 2400 K),
mantendo-se a atomizagcdo em 10 A. Como condicdo de compromisso para os 3
analitos, utilizou-se a pirdlise com 4,5 A (T = 2000 K) como 6tima. Considerando-se as
temperaturas de pirdlise tipicas para Al, Cre V em GF AAS (ca. 1700-1900 K com o uso
de modificadores*), verifica-se que as temperaturas maximas para WC AES sio
geralmente mais elevadas. E importante apontar que o tungsténio pode ser empregado
como modificador permanentemente em GF AAS, propiciando uma maior estabilidade
térmica ao analito.®’ Vale a pena ressaltar ainda que os mecanismos de atomizacéo e
excitacdo dos analitos sdo dependentes das interagcbes superficiais, sendo que as
caracteristicas inerentes a atomizadores grafiticos e metalicos podem modificar os
processos aos quais os analitos sdo sujeitos durante os programas de aquecimento. Na

otimizagdo da etapa de atomizacgao, utilizou-se a condigcdo de pirdlise previamente
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otimizada e variou-se a corrente empregada entre 9 A (T = 3120 K) e 10,5 A (3360 K),
sendo a corrente mais alta a que propiciou maiores intensidades de emisséo.

A influéncia da etapa de pirdlise a 2000 K e de sua duragdo foram
avaliadas. A Figura 4.8 mostra os sinais analiticos obtidos para diferentes tempos de
pirdlise entre 0 (auséncia dessa etapa) e 120 s. Verifica-se que mesmo para etapas
mais curtas como 5 s, a pirélise causa um aumento da intensidade de emissao. Para
tempos mais longos, verifica-se um aumento mais pronunciado para o V e a
manutencdo de um patamar para Al e Cr. A precisao foi avaliada através de 10 medidas
sucessivas de uma solugdo 10 mg L™ de Al, Cr e V utilizando 60 s de pirdlise e sem a
mesma. Os valores de RSDs (sem e com 60 s de pirdlise) para Al (3,2 e 3,5 %), Cr (3,8
e 2,3%)eV (4,1e 3,5 %) mostram que para os dois ultimos ha um ganho em preciséao

com o emprego da etapa de pirdlise.
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FIGURA 4.7 — Curvas de temperatura de pirdlise e atomizagao para Al, Cr e V por WC AES
utilizando um atomizador condicionado.
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FIGURA 4.8 — Influéncia da etapa de pirdlise e sua duragdo sobre os sinais de emissao de Al,

Cre V por WC AES.

Considerando-se os ganhos de sinal, precisdo e também a frequéncia

analitica, adotou-se uma etapa de pirdlise de 60 s a 2000 K para os estudos seguintes.

O programa de aquecimento otimizado é apresentado na Tabela 4.3. E importante

comentar que a etapa de resfriamento anterior a atomizagao tem a funcédo de garantir

condi¢cbes equivalentes e melhor repetibilidade ao processo de atomizagao durante a

analise de varias solugoes.

TABELA 4.3 — Programa de aquecimento utilizado para determinagdes de Al, Cr e V por WC

AES.

o Soreel Tampo(s) Jembersties Adisici
Secagem 1 3,7 35 373 nao
Secagem 2 3,5 20 373 nao
Secagem 3 2,7 20 373 nao

Pirdlise 4,5 60 2000 nao

Resfriamento 0 10 273 nao
Atomizagao 10,5 5 3360 sim
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Além da pirdlise, avaliou-se também o emprego de modificadores
quimicos para WC AES. Os modificadores quimicos sao geralmente empregados em
espectrometria de absorgao atdbmica para aumentar a estabilidade térmica do analito
durante a etapa de pirdlise a fim de reduzir os sinais de fundo, efeitos de matriz e
interferéncias. Alguns trabalhos na literatura''*""® descreveram o uso de modificadores
convencionais como Pd(NOs),, Mg(NOs),, acido ascoérbico, e também modificadores
permanentes, tais como Ir e Rh. Nesses casos, apesar de promover maior estabilidade
térmica aos analitos, alguns desses modificadores foram ineficazes na remocéo
adequada da matriz e podem causar diminuigdo no tempo de vida util do atomizador
devido a formagao de carbetos e 6xidos. Apesar do uso extensivo de modificadores em
ET AAS, seu emprego para técnicas de emissao € pouco explorado na literatura.

NIU e HOUK"® reportaram o fendmeno de reacdes de transferéncia de
cargas entre ions Ar’ e espécies metalicas na geracdo de ions em plasma de Ar,
segundo a reagao:

Mgy + Arigy = Mgy + Arg)

Os autores concluiram que a formacédo de espécies metalicas excitadas
(M) é mais favoravel quando o estado excitado apresenta energia proxima daquela do
ion reagente (Ar'). ABOU-SHAKRA et al.""” e MACHAT et al.'"® observaram o mesmo
efeito de transferéncia de cargas, sendo que a sensibilidade para Se foi incrementada
devido a presenca de ions C* para ICP-MS e ICP OES, respectivamente.

Em um trabalho recente para WC AES, SILVA e colaboradores'®
destacam que a adicdo de elementos com energia de ionizagédo 2,1 eV maiores que a
do analito podem facilitar as reagdes de transferéncia de carga e recombinacgéo
eletrbnica, gerando uma maior populagao de analitos no estado excitado. Essa rota de
excitacado € energeticamente mais favoravel do que a tradicional que utiliza o processo
de transferéncia de calor do atomizador. Sendo assim, o emprego de modificadores
pode aumentar a sensibilidade em determinagdes por WC AES. Outro pardmetro que
deve ser considerado é a temperatura de ebulicdo (TE) das espécies. Modificadores
com TE muito menores ou maiores que o do analito podem ser atomizados em
momentos diferentes aos da geragédo das espécies excitadas, comprometendo assim a

interacdo entre modificador e analito. Para tanto, as TEs dos modificadores devem estar
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500 K acima ou abaixo daquela do analito. A Tabela 4.4 mostra os parametros fisico-
quimicos'® dos analitos e modificadores utilizados neste trabalho. As Figuras 4.9, 4.10
e 4.11 mostram a influéncia de concentragdes crescentes dos modificadores Co, Ni e
Pd, respectivamente, sobre os sinais analiticos obtidos a partir de 20 yL de uma
solugdo 10 mg L™ de Al, Cr e V (massa dos analitos de 0,2 pg), avaliando-se também a
utilizagcdo da etapa de pirdlise e sua auséncia.

TABELA 4.4 — Temperaturas de ebuligdo e energias de ionizagdo para os analitos (Al, Cre V) e
modificadores (Co, Ni e Pd) avaliados neste trabalho.

Elemento Energia de ionizagao Temperatura de ebuligao
(eV) (K)
Al 5,99 2792
Cr 6,77 2944
\ 6,75 3680
Co 7,88 3200
Ni 7,64 3186
Pd 8,34 3236
7000.0
mAl B Al (pirélise) BCr m Cr (pirdlise) =V E V (pirslise)
6000.0
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1000.0
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FIGURA 4.9 — Influéncia da pirdlise e de diferentes concentragdes do modificador Co sobre os
sinais de emisséao para 0,2 ug de Al, Cre V por WC AES.
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FIGURA 4.10 — Influéncia da pirdlise e de diferentes concentragdes do modificador Ni sobre os
sinais de emisséo para 0,2 ug de Al, Cre V por WC AES.
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FIGURA 4.11 — Influéncia da pirdlise e de diferentes concentragées do modificador Pd sobre os
sinais de emisséo para 0,2 ug de Al, Cre V por WC AES.
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Em todos os casos avaliados para Cr e V, verifica-se que tanto o emprego
da pirélise quanto o aumento da concentragcdo dos modificadores causou um aumento

na intensidade de emisséo, sendo observado também um efeito sinérgico quando as

duas estratégias sdo utilizadas para aumento de sensibilidade. SILVA et al'®®

propuseram um mecanismo para o processo de atomizacdo e excitagcdo de Cr na

l.95

presenca de modificador Co. VIRGILIO et al.”™ descreveram os mesmos processos para

V na presencga de Co, Ni e Pd, segundo as equagdes 4.11 a 4.15:

V(g + Co*(gy— V'(g) + Cog AH = - 109.6 kJ mol’ (Eq. 4.11)
V(g + Ni*g) = V*(g) + Nig) AH = - 86.2 kJ mol” (Eq. 4.12)
V(g + Pd*(g) — V' (g + Pdg) AH = - 153.5 kJ mol’ (Eq. 4.13)
V' +e — Vi AH = - 377.7 kJ mol’ (Eq. 4.14)
Vig— Vg AH = + 273.2 kJ mol” (Eq. 4.15)

As equacoes 4.11 a 4.13 representam os mecanismos de ionizagao para
V utilizando modificadores quimicos e as energias necessarias para a ionizagdo do
analito através de reacbes de transferéncia de carga com as formas ibnicas dos
modificadores Co, Ni e Pd. A equagao 4.14 mostra o processo de recombinagao
eletronica para formagdo do ion excitado. Verifica-se que o uso de modificadores
proporciona um caminho de excitagdo mais favoravel (Eq. 4.14, AH < 0) do que o
caminho classico de excitagdo térmica por transferéncia de calor (Eq. 4.15, AH = +
273,2 kJ mol™).

Para Al os ganhos de sinal sdo moderados quando utilizada a pirdlise e
praticamente inexistentes com a adicdo do modificador em qualquer faixa de
concentragdo. A menor eficiéncia para Al pode ser explicada pela menor energia de
ionizacdo e maior disparidade de temperatura de ebuligio com relagdo aos
modificadores avaliados, podendo causar a excitagdo e vaporizagao precoces do
analito. Foi observado que os modificadores Co e Ni em concentragdes de 1000 mg L
foram os mais efetivos para o aumento de sensibilidade. A Figura 4.12 mostra os
espectros de emissao obtidos para 1000 mg L™ de Co e Ni na presenca (4.12b e 4.12d)

e auséncia dos analitos Al, Cre V (4.12a e 4.12c¢).
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FIGURA 4.12 — Espectros obtidos na faixa espectral de 390 - 440 nm para 1000 mg L™ Co (a),
5 mg L™ de Al, Cr e V em meio 1000 mg L™ Co (b), 1000 mg L™ Ni (c) e 5 mg L de Al, Cr em
meio 1000 mg L™ Ni (d) para WC AES.

Quando utilizado o modificador Co, verifica-se a presenca de varias linhas
de emissao de fundo e aumento do ruido (Figura 4.11a), principalmente na regido
espectral do Al, enquanto que para Ni nota-se um menor ruido e a auséncia de
sobreposi¢cdes espectrais (Figura 4.11c). Em virtude do melhor desempenho analitico
em termos de limites de deteccao e repetibilidade, o modificador Ni foi escolhido para

estudos mais detalhados.

4.4.3 Parametros de desempenho analitico e analise das amostras

Curvas analiticas no intervalo de 0,25 a 10,0 mg L', na presenca e
auséncia de 1000 mg L™ de Ni como modificador, foram obtidas para avaliacdo dos

principais parametros de desempenho para Al, Cr e V por WC AES (Tabela 4.5).
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TABELA 4.5 — Parametros de desempenho para Al, Cr e V na presenga e auséncia de 1000 mg
L™ de Ni como modificador por WC AES: faixa linear de calibragdo (linearidade), sensibilidade,
coeficiente de correlagao linear (R), limite de detecgédo (LOD) e desvio padrao relativo médio
(RSD).

. . Linearidade Sensibilidade LOD RSD
Analito Modificador A 1 4

(mg L") (Lmg™) (mg L™) (%)
- 1-10 159 0,9912 1,0 8,6

Al
Ni 1-10 112 0,9977 0,7 8,4
- 1-10 284 0,9970 0,8 7,5

Cr
Ni 0,25-2 2244 0,9959 0,1 5,7
- 0,5-5 721 0,9914 0,4 8,9

Vv
Ni 0,25-10 898 0,9993 0,1 6,4

Para Al, nota-se que o uso do modificador prejudicou a sensibilidade,
porém, o mesmo efeito ndo foi observado para o limite de deteccdo que teve uma
ligeira diminuicdo. Melhorias de sensibilidade de até 8x e de LOD até 4x foram
verificadas para Cr na presenca de Ni. Para V, apesar do ganho em sensibilidade n&o
ter sido tdo elevado como observado para Cr, o LOD calculado € 4x menor do que
aquele observado na auséncia do modificador. A melhoria da precisdo das medidas

1.'% em trabalho anterior. Para

com o uso de modificadores foi descrita por SILVA et a
Al, Cr e V, os valores de desvios padrdo relativos foram ligeiramente menores na
presenca de Ni.

A exatidao para Al foi avaliada através de analise comparativa por ICP
OES devido a alta concentragdo na amostra e consequente dificuldade em se realizar
testes de adigdo e recuperacdo. Para Cr e V, foram adicionados 2 mg L™ dos analitos e
verificou-se a recuperagao para amostras de boldo, camomila, citrus, cha verde e menta
digeridas em bloco digestor. Os resultados da Tabela 4.6 evidenciam que os resultados
obtidos para WC AES e ICP OES sao concordantes a um nivel de 95% de confianca
(teste t), exceto para a amostra de menta. Para Cr e V, recuperagoes entre 93 e 118%

foram determinadas.
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TABELA 4.6 — Concentragbes determinadas (média + desvio padrao, n=3) para Al por WC AES
e ICP OES (mg g') e para Cre V (mg L") por WC AES apéds adicdode 2 mg L™".

Al (mg g™ Cr(mg L") V (mg L")
Amostra
WCAES ICP OES Determinado %Rec Determinado %Rec
Boldo 1,9+0,2 1,84 £ 0,04 2,2+0,1 111 1,9+0,2 95
Camomila 0,43+0,02 0,42 +0,01 24+0,2 118 1,86 + 0,07 93
Citrus 20+0,2 2,12 £ 0,02 2,1+0,2 104 1,95+ 0,04 97
Cha verde 2,1+0,2 2,00 + 0,01 2,1+0,2 106 1,97 + 0,07 98
Menta 0,71+0,06 0,31 +£0,01 2,3+0,2 114 2,01 +£0,05 101

O procedimento desenvolvido foi aplicado para a determinagao de Al, Cr e
V em amostras de plantas medicinais por WC AES (Tabela 4.7). As concentragdes de
Al variaram entre 0,43 e 2,1 mg g'1 enquanto que Cr foi encontrado apenas na amostra
de menta (39 pg kg ') e V apenas na amostra de boldo (18 pg kg™'). As determinacées
de Cr e V so6 foram possiveis para algumas amostras quando utilizado o modificador Ni.
Considerando-se os limites estabelecidos pela ANVISA' (25 ug g’ para Cr e V),
verifica-se que apenas a concentragdo de Cr na amostra de Menta excede os limites
dispostos em legislagao.

TABELA 4.7 — Concentragbes determinadas (média + desvio padrdo, n=3) para Al, Cr e V em
plantas medicinais e seus respectivos limites de detecgao para WC AES.

Amostra Al (mg g™ Cr (ug kg™) V (ug kg™)
Boldo 1,9+0,2 <9 1814
Camomila 0,43 £ 0,02 <9 <13
Citrus 2,0+£0,2 <9 <13
Cha verde 21+0,2 <9 <13
Menta 0,71 £ 0,06 39+5 <13
LOD (sem modificador) 0,2 72 52

LOD (1000 mg L™ Ni) 0,1 9 13
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4.5 Conclusodes parciais

Foi mostrado neste capitulo que o método voltamperométrico € simples,
rapido e efetivo para o monitoramento das temperaturas do atomizador. O uso do
programa de aquecimento baseado em temperaturas possibilita uma aplicagdo mais
sistematica e universal do sistema de WC AES. O condicionamento dos filamentos é
responsavel por uma maior temperatura superficial e em fase gasosa do que filamentos
novos. O emprego de filamentos condicionados aliado ao uso da etapa de pirdlise
possibilitaram obtencdo de menores limites de deteccdo e melhor precisdo. Juntamente
com essas estratégias, o uso de modificadores fornece uma rota energética mais
favoravel e que pode gerar uma maior populagdo de atomos no estado excitado, e
consequentemente, aumento na sensibilidade. As concentracbes determinadas se
situaram entre 0,43 — 2,1 mg g™ Al, 39 ug g’ Cr e 0,07 — 18 ug g' V. Verifica-se que o
método de WC AES néao apresenta sensibilidade suficiente para determinacédo de Cr e

V em grande parte das amostras.



CAPITULO 5

Desenvolvimento e aplicacdo da andlise
por diluicdo de padrdo para
espectrometria de emissdo optica com
plasma acoplado indutivamente para
andlise de plantas medicinais
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DESENVOLVIMENTO E APLICAGAO DA ANALISE POR DILUICAO DE
PADRAO PARA ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM
PLASMA ACOPLADO INDUTIVAMENTE PARA ANALISE DE PLANTAS
MEDICINAIS

5.1 Introducao e revisao bibliografica

5.1.1 Meétodos convencionais de calibragao

A calibracdo € o procedimento analitico que visa o estabelecimento da
correlagdo entre a medida da intensidade do sinal analitico (grandeza de saida) e a
quantidade ou concentracdo de uma espécie quimica de interesse (grandeza de
entrada).”"®

O método mais comumente empregado em analises quimicas é o da
calibracao externa (EC). Nesse método, sao preparadas multiplas solu¢des analiticas
(solugdes de referéncia) com concentragbes conhecidas e crescentes dos analitos,
além do branco analitico, que € uma solugdo que com excecao dos analitos, possui a
mesma composicdo das solugdes padrdo.”® A partir dos dados experimentais obtidos
pela leitura das solugbes de referéncia, € construida uma curva analitica,
correlacionando o sinal medido (eixo y) e a concentragdo do analito (eixo x), com a
sensibilidade (m) sendo a inclinagdo da curva de ajuste. A simplicidade pode ser
apontada como a principal vantagem desse método, visto que a concentragdo do
analito presente na amostra pode ser determinada por extrapolagéo grafica e regressao
linear.’ Apesar de robusta, a calibragdo externa é limitada na correcéo de efeitos de
matriz visto que a composicdo de amostras complexas e solugdes padrao sao bastante
diferentes. Além disso, a etapa de preparo das solugbes € considerada lenta e
laboriosa.

Uma maneira de superar os erros causados por efeitos de matriz é através
do emprego do método de calibragao por adigdes de padrao (SAM). Nesse método, um
conjunto de solugdes analiticas é preparado, onde a cada uma delas € adicionada uma
aliquota constante da amostra a ser analisada e quantidades crescentes das solugdes
padrdo. Esse procedimento garante que qualquer interferente presente na matriz
afetara de forma similar as solugcbes padrdao. A calibracdo por adicdo de analito

possibilita a minimizacéo ou eliminacao de interferéncias matriciais, uma vez que ocorre
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a compatibilizagcdo entre as amostras e as solugdes de referéncia contendo aliquotas
das mesmas."?'A concentracdo do analito pode ser determinada por extrapolacéo
grafica da curva sinal analitico vs. concentragao de analito adicionada, quando a curva
intercepta o eixo x (o sinal analitico € nulo) € igual ao modulo da concentragdo do
analito na amostra.'?" Devido as vantagens apontadas, esse método é empregado com
frequéncia na analise de amostras relativamente complexas como ambientais,
geoldgicas e biolégicas. Por outro lado, devido a necessidade de construgdo de uma
curva analitica para cada amostra a ser analisada, a frequéncia analitica é reduzida e o
consumo de reagentes e a geracdo de residuos sdo superiores aos do meétodo
convencional. E importante ressaltar que o método da adicdo de padréo para técnicas
multielementares pode apresentar elevada frequéncia analitica e corregdes eficientes
de efeitos de matriz quando associado a sistemas de injegdo em fluxo, através da
aplicacdo do método generalizado das adicdes de padrio (GSAM).'?2

Mesmo com o atual estagio de desenvolvimento da espectrometria
atbmica, determinagdes empregando varias técnicas ainda sdo suscetiveis a alteragoes
nas condi¢des instrumentais. Os desvios instrumentais relacionados a interferéncias
nao espectrais podem gerar erros aleatorios e sistematicos, influenciando assim na
qualidade dos resultados.'®® Varios tipos de interferéncias ndo espectrais como
alteragdes que afetem as condi¢des do sistema de transporte/nebulizagcdo da amostra,
parametros de operacdo do plasma e da interface sdo descritos na literatura.'?*1%

Uma maneira simples e eficaz de corrigir esses tipos de interferéncias é
através do emprego da padronizagdo interna (IS)."?*"*° Esse método se baseia na
adicdo de uma quantidade fixa e constante de um elemento denominado padrao interno
a todas as solucdes analiticas, brancos e amostras.’®” Os sinais dos analitos e do
padrdo interno devem ser registrados simultaneamente ou de maneira sequencial
rapida.’®® A curva de calibragdo é construida utilizando-se a razdo do sinal do analito
pelo sinal do padrao interno (Sa / S)), diferentemente das calibragées externa e por
adicdo de padrao que consideram apenas o sinal do analito. Empregando-se essa
estratégia é possivel a melhoria significativa da precisao e exatidao, pois tanto o analito
quanto o padrao interno podem ser igualmente afetados pelas interferéncias, fazendo
com que eventuais flutuagbes de sinal sejam compensadas através do uso da razéo

entre os sinais.'?®
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Um elemento candidato a padrdo interno deve atender alguns pré-
requisitos importantes como: i-) possuir propriedades fisico-quimicas ou caracteristicas
semelhantes as do analito, ii-) estar ausente ou em concentracdo constante nas
amostras, iii-) ser estavel e soluvel nas solugdes analiticas e amostras e iv-) néo

3 Considerando-se ainda fatores de

interferir na determinacdo do analito.?
homologicidade para técnicas de emissdao como energias de excitagdo e de ionizagao
préximas entre os analitos e padrao interno, a escolha de um padrao interno adequado
deve ser estudada criteriosamente de modo a garantir que os comportamentos do
analito e do padrao interno sejam semelhantes frente as diferentes variagdes a que séo
suscetiveis.

Além da calibragdo externa, a padronizagao interna pode ser combinada
com o método de calibracédo por adigao de padrao, ampliando assim a possibilidade de
aplicacao de correcbes para analises espectrométricas. Esse método possui como
limitagcdes o fato de requerer um maior tempo no preparo das solugdes, utilizar maiores

quantidades de reagentes e requerer avaliagdo e otimizagao prévia.

5.1.2 Calibracao por adicao de padrao interno e analise por
adicao de padrao

Um dos principios basicos da padronizagdo interna convencional é
relacionado ao fato que o elemento encontre-se ausente ou presente em quantidade
constante em todas as solugdes. No entanto, uma nova estratégia denominada adi¢ao
de padrao interno (ISA) possibilita a aplicagdo de forma simultanea da padronizagéo
interna e da calibragdo com adigcdes de padrdao. Nesse método, uma Unica solugao
combinada contendo os analitos e padrdo interno é preparada e adicionada em
aliquotas crescentes a volumes definidos da amostra. Nesse caso, a concentragao do
padrao interno é crescente e ndo mais constante. Se assumirmos uma relacao linear

entre a concentragéo e o sinal analitico do padréo interno (Equagéo 5.1), temos:

S1 = my C; st (Eq. 5.1)
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onde S, é o sinal analitico do padréo interno, m; a inclinagéo ou sensibilidade da curva e
C;* a concentracdo do padrio interno presente na solugdo. O sinal do analito (Sp), é

sam)

obtido pela soma do sinal proveniente da concentragao prévia na amostra (Sa e do
sinal devido a adigdo de padrdo a partir da solucdo combinada (S,*), segundo a

Equacéo 5.2:

Sa = Sasam + Spstd = mp (Casam + Castd) (Eqg. 5.2)

sam

onde ma € a sensibilidade da curva de calibragao, Ca
std

a concentracdo do analito na
amostra e C,~ a concentragao do analito na solugdo combinada (padrdes interno e de
calibragao). Quando realizamos a corregao por padronizagao interna, utilizamos a razao

do sinal do analito pelo sinal do padrao interno, obtendo-se a Equacéo 5.3:

Sa _ ma(Ci4C V™ my  c3™ 4 My "
CIStd

Eq. 5.3
St mICIStd my (Eq )

E importante ressaltar que a raz&o entre as concentracdes (Ca %/ C,57) é
conhecida e constante, visto que é proveniente da solugdo combinada contendo os
analitos e o padrdo interno. Considerando que ambos tém comportamentos
semelhantes, a razdo entre as sensibilidades (ma / m|) também deve ser constante. Ao
construirmos uma curva com a razao dos sinais do analito e do padrao interno (Sa/S))
no eixo y, e o inverso da concentracdo do padrdo interno (1/C; ¥ no eixo x, o
coeficiente linear da curva é termo que relaciona as razdes das constantes e a
sensibilidade é proporcional a concentragdo do analito na amostra (Ca*™), como

demonstrado na Equacgao 5.4:

.. . mgy letd
coeficiente linear = —= X
my Cftd

. . ~ m
inclinacdo = FA X CS%™ (Eq. 5.4)
1

Rearranjando-se a Equacgédo 5.4, a concentragdo do analito na amostra

(Ca*™) pode ser determinada a partir da multiplicagdo entre as razées dos parametros
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da curva (inclinagdo e coeficiente linear) e as concentragdes de analito e padrédo

interno, como demonstrado na Equacéao 5.5:

inclinagio c:te
CIStd

C,°4M = (Eq. 5.5)

coef.linear

Essa nova estratégia de calibragao apresenta algumas vantagens como: i-
) correcado eficiente de efeitos de matriz, efeitos de transporte e flutuacdes, ii-) a
concentragao do analito na amostra é obtida a partir de maneira mais exata utilizando-
se os parametros da curva e ndao o método de interpolagao grafica, iii-) o coeficiente
linear & obtido em altas concentracbes de padréo interno fazendo com que os sinais
analiticos sejam elevados, faceis de medir e com menor desvio e iv-) 0 preparo das
solugdes é facilitado pois sdo originarios de uma mesma solugao estoque contendo os
padrdes analitico e interno. Apesar das vantagens, o tempo despendido no preparo das
solugdes ainda é tao elevado quanto a adicdo de padrdo convencional, pois requer a
preparacao de uma curva de calibragdo para cada amostra.

Com o objetivo de agregar as vantagens da calibragao por adi¢cdes de
padrao para superar efeitos de matriz e da padronizagéao interna para corrigir flutuagdes
de sinal analitico em um método simples e com elevada frequéncia analitica, foi
proposta a analise por diluigdo de padrao (SDA). O método de SDA é rapido, nao
requer quaisquer modificagdes instrumentais ou estratégias analiticas adicionais e pode
ser aplicado a qualquer técnica analitica multielementar que empregue um sistema de
introducado de amostras continuo.

Em SDA, sido preparadas apenas 2 solugdes: solugdo A, contendo
padrbées analiticos e amostra na proporgao 1:1 (v v'1), e solugao B contendo branco e
amostra na mesma proporcdo (1:1 v v''). Ao introduzirmos uma solugdo, é feito o
monitoramento do sinal analitico com relagao ao tempo (modo de leitura TRA), obtendo-
se um grafico como mostrado na Figura 5.1. Quando a solugédo A é nebulizada, os
sinais transientes para os analitos e padrao interno tendem a se elevar até alcangarem
uma regido de patamar, onde permanecem até aproximadamente 60 s apds a
introdugcdo da solugdo, dependendo da taxa de aspiragdo. Quando a solugcédo B é

misturada a solugao A, ocorre o decaimento gradual do sinal analitico (que perdura por
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aproximadamente 20 s) devido a diluigdo dos padrdes. Apds a queda, ha a formagéao de
uma segunda regido de patamar, essa, em menor intensidade de sinal, decorrente da
mistura entre as solugdes A e B e que permanece por cerca de 40 s ou mais. Na etapa
final, o tubo de aspiracdo conectado ao nebulizador € removido da solugdo e
introduzido em solugdo adequada para limpeza do sistema e introdugdo da amostra
seguinte.

E importante enfatizar que no decorrer do experimento a quantidade de
amostra permanece constante, pois as solu¢des A e B contém sempre 50% da mesma,
proporcionando assim a compatibilizacdo de matriz. A concentragdo do padrao interno
em cada ponto, assumindo-se uma relagao linear entre sinal analitico e concentragao, é
calculada de maneira proporcional para cada intervalo de tempo, sendo a concentracéo
inicial dada pela maior intensidade de sinal obtida na regido de patamar para amostra +
padrbes (Figura 5.1). A regido de gradiente contém dezenas de pontos que podem ser

utilizados na plotagem das curvas de calibragao por SDA.

— Zn em sedimento de rio Caem sucode magdé — Mgem mel
12000 [] 1 1 1
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FIGURA 5.1 — Exemplo de obtencgao dos sinais analiticos pelo método da SDA. Adaptado de
VIRGILIO et al.™'
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Além de possibilitar a combinagao entre calibracdo por adicdo de padréo e
padronizagdo interna, esse método possui outras vantagens como: i-) minima
manipulagdo das solugdes e utilizacdo de sistema fechado de introdugdo de amostra
(reducdo da possibilidade de perdas e contaminagio), ii-) ndo requer o preparo de
multiplas solug¢des padrao, iii-) consumo de pequenos volumes de amostra e reagentes,
iv-) menor geragao de residuos, v-) elevada frequéncia analitica e vi-) aplicabilidade em
analises de rotina. A aplicabilidade da SDA a amostras de elevado grau de
complexidade pode ser considerada promissora, no que se refere a correcbes de
interferéncias de transporte e de matriz na analise amostras organicas, biologicas e

ambientais com boa preciséo e exatidao.

5.1.3 Espectrometria de emissao 6ptica com plasma acoplado
indutivamente

A espectrometria de emissdo oOptica com plasma acoplado indutivamente
(ICP OES) é um método analitico multielementar amplamente empregado em analises
de rotina para a determinag&o de elementos tragco em uma gama de amostras.'? Essa
técnica se baseia na introdugdo de uma amostra (comumente no estado liquido) em um
plasma altamente energético, que promove a conversao das espécies presentes na
amostra em atomos e ions excitados.’ Quando as espécies excitadas retornam ao
estado fundamental, emitem radiagdo em niveis de energia caracteristicos para cada
elemento. Os fotons emitidos alcangam o detector e sua quantidade é diretamente
proporcional as concentragcdes dos analitos.

Por alcancar altas temperaturas (de aproximadamente 8.000 K) para
atomizacédo, excitacdo e ionizagdo até mesmo de elementos refratarios, a técnica de
ICP OES possibilita a determinagc&o simultanea de até 70 elementos em ampla faixa de
trabalho (geralmente entre mg L' a pg L7). Essa técnica apresenta como
caracteristicas a baixa suscetibilidade a interferéncias de matriz, boa sensibilidade,
precisdo e exatidao. "

A posicao da tocha no instrumento com relacdo ao detector pode ser
disposta em duas configuragdes diferentes: axial ou radial. O modo de visao axial

apresenta maior sensibilidade devido a visualizagdo do canal central do plasma, ao
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passo que o modo de visdo radial € menos suscetivel a emissao de fundo e efeitos de
matriz. A escolha da posi¢cdo mais adequada depende geralmente da matriz e dos
elementos a serem analisados, bem como da faixa de concentragdo do analito a ser
determinado.®

Embora altamente versatil, ICP OES ainda & susceptivel a interferéncias
que podem ser classificadas em trés tipos: i-) espectrais devido a sobreposi¢cboes de
linhas de emisséo e elevado sinal de fundo continuo ii-) interferéncias fisicas e de
transporte e iii-) interferéncias de matriz. Enquanto as primeiras sdo facilmente
superadas pela simples selegdo de comprimentos de onda alternativos ou uso de
espectrOmetros de alta resolugado, as interferéncias fisicas e matriciais requerem um
maior empenho do analista. A presenga da matriz pode prejudicar o processo de
nebulizacdo da amostra, principalmente quando essas apresentam densidade,
viscosidade ou tensao superficial diferentes das solugdes padrao. A influéncia da matriz
pode ainda alterar o desempenho do plasma, através da introdu¢cdo de amostras com
elevadas acidez, carga organica ou concentragdo de elementos facilmente
ionizaveis.™® Como discutido nas secdes anteriores, as interferéncias matriciais podem
ser compensadas usando-se calibragao por adicdo de padréo e o uso da padronizagao
interna pode auxiliar na correcdo de flutuagcdes devido a alteragdes operacionais. O
método de SDA apresenta grande potencial na corre¢do dos principais tipos de

interferéncia encontrados em ICP OES.

5.2 Objetivos especificos

Esta etapa tem como principais objetivos o desenvolvimento e aplicagéo
de um novo método de calibracdo, denominado analise por diluicdo de padréo, para
correcao de eventuais interferéncias ndo espectrais na determinacdo da composi¢ao
elementar de plantas medicinais por espectrometria de emissdo éptica com plasma
acoplado indutivamente (ICP OES).



Capitulo 5 83

5.3 Parte Experimental

Um ICP OES Prodigy High Dispersion (Teledyne Leeman Labs, EUA) foi
utilizado em todos os experimentos. Os sinais analiticos para Al | (308,215 nm), Ca Il
(317,933 nm), Fe 1l (239,563 nm), Mg Il (279,078 nm), Mn Il (257,610 nm), Zn |
(213,856 nm) e Y | (371,030 nm), foram obtidos no modo de analise resolvida
temporalmente (TRA) com tempo de integragao de 1 s. Para otimizagdo das condigbes
de operagdo do plasma, utilizou-se uma solugdo de Mg a 5 mg L™ e avaliou-se o
método das razdes de Mg Il (280,271 nm) e Mg | (285,213 nm) descrito por
MERMET."

Para preparo das solucbdes analiticas foram utilizadas solugcbes padrao
estoque monoelementares 1000 mg L de Al, Ca, Fe, Mg, Mn, Zn e Y (High Purity
Standards, EUA) diluidas em agua destilada-deionizada Milli-Q (Millipore, EUA). Todas
as solugdes analiticas foram preparadas em meio 1% (v v'') HNO;3 (Fisher Scientific,
Canada). Para digestdo das amostras, HNO3; e HCI padrdo espectroscopico
concentrados (Fisher Scientific) e 30% v v' H,0, (GFS Chemicals, EUA) foram
utilizados. As solugdes para o método SDA foram preparadas como se segue: Solugao
A (Amostra + Padrbes) — 10 mL da amostra (diluida 1:20) + 10 mL de uma solugao
padrdo (10 mg L™ Al, Ca, Fe, Mg, Mn e Zn + 5 mg L™ Y); Solugdo B (Amostra + Branco)
— 10 mL da amostra (diluida 1:20) + 10 mL de agua destilada-deionizada. Para os
métodos de calibragdo convencionais, solugdes padrao entre 0,1 e 100 mg L™ dos
analitos e 5 mg LY (padrao interno), foram preparadas por diluicbes apropriadas das
solugdes estoque.

Para o estabelecimento e comparacdo da SDA com outros métodos de
calibragdo, foram analisados os CRMs de agua poluida (WPS-1, VHG Labs, EUA) e
sedimento de rio (RSA, High Purity Standards, EUA), ambos com dilui¢des entre 10 e
250 x, dependendo da concentragcdo dos analitos. Os CRMs de folhas de tomateiro
(SRM 1573a), folhas de pessegueiro SRM 1547) e farinha de arroz (SRM 1568a) foram
utilizados para verificar a exatiddo do método de DAS para aplicacdo a plantas
medicinais. Cinco amostras de plantas medicinais Boldo (Peumus boldus), Camomila
(Chamomilla recutita), Citrus (Citrus ichangensis), Cha Verde (Camellia sinensis) e

Menta (Mentha piperita) foram adquiridos na forma de envelopes de cha em um
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mercado local de Winston-Salem, NC (EUA). As amostras utilizadas neste capitulo e o
procedimento de preparo das amostras foram os mesmos descritos no Capitulo 4,

Secao 4.3.3. Os digeridos das amostras foram diluidos 20 vezes.

5.4 Resultados e discussao

5.4.1 Otimizagao das condi¢oes operacionais do plasma

A avaliacéo da robustez do plasma através da razao entre as linhas idnica
e atbmica de Mg137 foi realizada em modo univariado. As condi¢gdes padrao e faixas de
estudo avaliadas para parametros de operacdo do plasma como poténcia da radio-
frequéncia e pressado do gas de nebulizagdo e vaz&o de introdugdo da amostra sao

mostradas na Tabela 5.1.

TABELA 5.1 — Condigbes operacionais padrao e avaliadas em otimizagdes para ICP OES.

Par3 Condigao Faixa de estudo
arametro . = .
operacional padrao avaliada
Poténcia de RF (kW) 1,3 0,8-1,3
Pressao do gas de nebulizagéo (psi) 30 15-40
Vazéo da amostra (mL min™) 0,6 05-1,0

As Figuras 5.2 a 5.4 mostram os resultados obtidos para avaliagdo da
poténcia do gerador de radiofrequéncia (Figura 5.2), pressdo do gas de nebulizagao
(Figura 5.3), vazao de introducdo da amostra (Figura 5.4) e tempo de integragao (Figura
5.5). De acordo com DENNAUD et al.”*®, condicdes robustas do plasma sdo obtidas
para Mg Il / Mg | superiores a 8. Observando-se as Figuras 5.2-5.5, verifica-se que esse
requisito é atendido para poténcias superiores a 1,1 kW e pressdes de nebulizagdo
entre 20 e 30 psi (Figuras 5.2 e 5.3).
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=== Razdao Mgll/ Mgl —— Intensidade Mg Il
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FIGURA 5.2 — Avaliagéo da robustez do plasma e da sensibilidade através da variacdo da
poténcia de radiofrequéncia aplicada.
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FIGURA 5.3 — Avaliacao da robustez do plasma e da sensibilidade através da variagédo da
pressao do gas de nebulizagao.
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E=m Razio Mgll/ Mgl —e— Intensidade Mg Il
10.0 84

Razao Mg ll /Mg |

(-5 9 9 01) IIBIA OESSIWa ap apepisuauy|

66
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Vaziao de introdugédo da amostra (mL min-')

FIGURA 5.4 — Avaliacao da robustez do plasma e da sensibilidade através da variacao da
vazao de introdugdo da amostra.

O parametro vazao da amostra exerceu pouco efeito sobre as razbes de
Mg, sendo portanto maiores do que 8 para todos os casos (Figuras 5.4). Considerando-
se os resultados para robustez do plasma e sensibilidade em termos de intensidade de
sinal analitico, as condigbes operacionais otimizadas e utilizadas durante este trabalho
sdo descritas na Tabela 5.2. E importante ressaltar que o modo de visdo axial é mais
susceptivel a efeitos de matriz do que o modo radial. O elemento Y foi adotado como
padrao interno por atender aos requisitos de homologicidade discutidos na segao de

introducao.
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TABELA 5.2 — Condigbes de operacao instrumental do ICP OES para determinacao de Al, Ca,
Fe, Mg, Mn e Zn em plantas medicinais.

Parametro Condigao de operagao
Poténcia de RF (kW) 1,3
Pressao do gas de nebulizagao (psi) 25
Vazo de introdugdo da amostra (mL min™") 1,0
Vazdo do gas do plasma (L min™) 18
Vazao do gas auxiliar (L min™) 0
Tempo de integragéao (s) 30 (modo convencional) e 1 (modo TRA)
Orientacao da tocha axial
Camara de nebulizagao Scott double-pass
Tipo de nebulizador Concéntrico
Al - 308,215 (1), Ca - 317,933 (ll), Fe -
Comprimentos de onda (nm) 239,563 (1), Mg 279,078 (II), Mn - 257,610

(II), Zn - 213,856 (1), Y - 371,030 ()

5.4.2 Avaliacdo da analise por diluicao de padrao para
determinacao de Al, Ca, Fe, Mg, Mn e Zn em plantas
medicinais

O desempenho da SDA foi comparado com outros métodos de calibragao
como calibragdo externa convencional sem (EC) e com padrdo interno (EC + IS) e
adi¢ao de padrao sem (SAM) e com padrao interno (SAM + IS), para a determinagao de
Al, Ca, Fe, Mg, Mn e Zn nos CRMs de agua poluida (Tabela 5.3) e sedimento de rio
(Tabela 5.4). Pode-se observar que, de uma maneira geral, SDA gerou recuperagdes
melhores ou equivalentes do que quando comparados aos outros métodos de

calibracao.
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TABELA 5.3 — Percentuais de recuperacao (n=3) para Al, Ca, Fe, Mg, Mn e Zn em agua poluida
(WPS-1) utilizando calibragao externa (EC), calibragao externa e padronizagéo interna (EC +
IS), adi¢cdo de padrao (SAM), adicdo de padrao e padronizagao interna (SAM + IS) e analise por
diluicdo de padrao (SDA) para ICP OES.

Analito EC EC +IS SAM SAM + IS SDA
Al 91 88 85 85 102
Fe 104 99 89 90 96
Mn 90 95 94 96 88
Zn 72 91 74 92 89

Valores certificados: 500 mg L™ Al, 100 mg L™ Fe, Mn e Zn. Dilui¢éo utilizada: 100x.

TABELA 5.4 — Percentuais de recuperagao (n=3) para Al, Ca, Fe, Mg, Mn e Zn em sedimento
de rio (RSA) utilizando calibragao externa (EC), calibragdo externa e padronizagao interna (EC
+ 1S), adigdo de padrao (SAM), adicdo de padrao e padronizagao interna (SAM + IS) e analise
por diluicdo de padrao (SDA) para ICP OES.

Analito EC EC +1IS SAM SAM + IS SDA
Al 87 85 82 83 100
Ca 127 94 126 105 103
Mg 100 98 99 100 107
Fe 101 99 97 98 112
Mn 82 88 88 93 93
Zn 74 96 75 97 100

Valores certificados: 250 mg L™ Al, 300 mg L™ Ca, 70 mg L-1 Mg, 1200 mg L-1 Fe, 8 mg L-1 Mn
e 15 mg L-1 Zn . Diluigbes utilizadas: 10x (Mg, Mn e Zn) e 250x (Al, Ca e Fe).

O método de SDA apresentou recuperagdes entre 88 e 112 % para os
dois materiais certificados avaliados. Apesar da melhor exatidao para SDA, os métodos
de calibracdo convencionais também apresentaram recuperagbes adequadas em
alguns casos. Pode-se afirmar que, para as amostras analisadas, ndo foram verificadas

interferéncias matriz ou de transporte tdo pronunciadas. A avaliagdo de amostras mais
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complexas poderia explicitar o efeito das interferéncias e sua efetiva correcéo de
interferéncias pelo método proposto. E importante ressaltar que o método do SDA néo
altera significativamente alguns parametros de desempenho como LOD e sensibilidade.

Os limites de deteccdo foram calculados utilizando os conceitos de BEC e
SBR', e foram de 2 ug g™ (Al), 0,1 ug g™ (Ca), 0,02 ug g (Mg), 0,3 ug g~ (Fe), 0,1 ug
g’ (Mn) e 0,1 ug g (Zn). Para verificar a exatiddo, o procedimento por SDA foi aplicado
na anadlise de 3 CRMs (Tabela 5.5). Boas recuperagbes foram observadas e as
concentragdes determinadas nao apresentam diferengas significativas a um nivel de
confiangca de 95% (teste t) com os valores certificados ou de referéncia, exceto para Fe
(Tomato Leaves) e Mn (Peach Leaves).

TABELA 5.5 — Concentragbes determinadas (média £ desvio padrao, n=3) para Al, Fe, Mn, Zn
(ug g), Ca e Mg (mg g ') em materiais de referéncia certificados por SDA ICP OES.

SRM 1573a SRM 1547 SRM 1568a
Analito Valor Valor Valor Valor Valor Valor
certificado determinado certificado determinado certificado determinado

Al -1 598 + 121 660 + 50 249 + 8 230+ 8 44+10 <2
(M9 Q)
(mgag'1) 50,5+0,9 444 + 0,8 15,6 + 0,2 18,1+0,5 0,12+0,01 0,170+ 0,01

Mg_1 12* 14,2 +0,5 43+0,1 45+0,1 0,56 +0,02 0,69+0,09
(mgg)

Fe_1 368+7 432 + 6 220* 219+ 1 74+0,9 76+0,4
(M9 Q)

Mn_1 246 + 8 220+ 5 98+ 3 802 20,0+ 1,6 22 + 1
(M9 Q)
(pgzrg];'1) 30,9+0,7 34+3 17,9+0,4 18,7 + 0,1 19,4+ 0,5 20,3+0,6

CRMs: Folhas de tomateiro (SRM 1573a), Folhas de pessegueiro (SRM 1547) e Farinha de arroz (SRM 1568a)
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A analise por diluicdo de padrdo foi aplicada também na analise de 5
amostras de plantas medicinais (Tabela 5.6). Foram encontrados concentragdes de Al
entre 0,37 - 2,2 mg g Ca entre 8,0 - 22,7 mg g, Mg entre 2,63 - 10,4 mg g™, Fe entre
0,41 -1,49 mg g”' e Mn entre 1,68 - 2,3 mg g™'. As concentragdes de Zn ficaram abaixo
do limite de deteccdo do método (0,1 pug g™).

TABELA 5.6 — Concentracdes determinadas (média + desvio padrao, n=3) para Al, Ca, Mg, Fe,
Mn e Zn (mg g') em amostras de plantas medicinais por SDA ICP OES.

Amostra Al 1 Ca 1 Mg 1 Fe ) Mn 1 Zn )
(mgg’) (mgg’) (mgg’) (mgg’) (mgg”’) (mgg’)
Boldo 1,9+ 0,1 8,0+ 0,4 28+01 1,49+0,08 1,69+0,09 <0,0001

Camomila 0,45+0,06 10,3+0,8 41+0,2 1,06+£0,06 <0,0001 <0,0001
Citrus 218+003 84+01 263+0,05 0,73+0,02 1,68+ 0,04 <0,0001
Cha verde 2,2+0,1 97+03 3,20+x0,06 0,41+0,01 23%+0,1 <0,0001
Menta 0,37+0,010 22,7+11 104+0,2 0,62+0,01 <0,0001 <0,0001

5.5 Conclusodes parciais

Neste capitulo, foi mostrado que a analise por diluicdo de padrdo (SDA) &
uma alternativa nova e que pode atuar na correcdo de eventuais ndo espectrais para
ICP OES em amostras complexas. A SDA combina de maneira pratica as vantagens da
calibracao por adigdo de padrédo e da padronizacgao interna, além de apresentar elevada
frequéncia analitica e possibilidade de aplicagdo em anadlises de rotina. As
concentracdes determinadas se situaram entre 0,37 - 22 mg g~ Al, 8,0 - 22,7 mg g
Ca, 2,63-10,4mgg' Mg, 0,41-1,49mgg” Fe,1,68-23mgg ' Mne1,68-23mgg

' Mn e menores que 0,0001 mg g™ Zn.
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Avaliacdo da espectrometria de massas
com plasma acoplado indutivamente e
configuracgdo de triplo quadrupolo (ICP-
MS/MS) para andlise de medicamentos
fitoterdpicos
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AVALIACAO DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM PLASMA
ACOPLADO INDUTIVAMENTE E CONFIGURAGAO DE TRIPLO
QUADRUPOLO (ICP-MS/MS) PARA ANALISE DE MEDICAMENTOS
FITOTERAPICOS

6.1 Introducéo e revisao bibliografica

6.1.1 Fundamentos, instrumentacao e corregao de
interferéncias para ICP-MS

A espectrometria de massas acoplada ao plasma indutivo (ICP-MS) é
atualmente uma das técnicas analiticas mais importantes para determinagdo de
elementos em niveis traco e ultra-traco (ug L™ a ng L™)."° Com carater multielementar
e capacidade para analises isotopicas, a técnica de ICP-MS é caracterizada pela alta
sensibilidade, amplo intervalo de trabalho, obtencdo de espectros mais simples e com
menor sinal de fundo e elevada frequéncia analitica.”*’ A Figura 6.1 mostra um
diagrama esquematico de um instrumento de ICP-QMS."#?

tocha lentes

gas do plasma | interface iénicas quadrupolo detector
|| i/
gas auxiliar /W / """"""" / --------------- j ................
camara de ' L -—J
nebulizagao ~‘:-13 w | |-
' L g |
gas de — LI !M_TE
cone skimmer nebulizagao
bomba
peristaltica
plasma H bomba bomba
amostra turbomolecular turbomolecular
bomba bomba
cone sampler mecanica mecanica

FIGURA 6.1 — Representagdo esquematica de um instrumento de ICP-QMS. Adaptado de:
Agilent Technologies'**. Cedida gentilmente por Agilent Technologies.

Dentre as fontes de plasma utilizadas em analises instrumentais, destaca-
se o plasma de argbnio acoplado indutivamente (ICP), composto de uma tocha, um
gerador de corrente de radiofrequéncia e uma espira de cobre. A tocha de quartzo

constituida por 3 tubos concéntricos € posicionada concentricamente com uma espira
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de cobre por onde passa uma corrente alternada de elevada frequéncia (27,12 ou 40,68
MHz). Quando uma poténcia de radiofrequéncia (tipicamente 750 - 1500 W) é aplicada,
a oscilagdo da corrente elétrica alternada na espira de cobre gera um intenso campo
magneético sobre o gas do plasma (geralmente Ar), que flui a uma vazédo de 12 - 17 L
min”' entre os tubos externo e intermediario. Uma descarga elétrica gera elétrons livres
que sao acelerados através do campo magnético e colidem com os atomos de Ar
gasoso, ionizando-os e gerando-se assim o plasma.™’

As amostras sdo comumente introduzidas na forma de solugdo com o
auxilio de um sistema pneumatico, onde ha a geragdo de um aerossol por um
nebulizador e a selegdo de gotas de menor didametro em uma camara de nebulizagao.
O aerossol produzido é conduzido ao plasma que possui energia (ca. 15,8 eV) e
temperaturas (ca. 7500 K) suficientemente elevadas para submeter os constituintes da
amostra a diversos processos fisicos como dessolvatagcdo, vaporizacdo, atomizacao,
excitagdo e ionizaco.'*

Os ions gerados sao direcionados a regido de interface que tem a fungéo
de direcionar o feixe ibnico da regidao do plasma (presséo atmosférica) até o analisador
de massas (10°- 107° torr). A interface é composta geralmente por dois cones metalicos
com pequenos orificios na extremidade, que sdo refrigerados e mantidos sob vacuo de
baixa intensidade (1 - 2 torr) com o auxilio de bomba mecénica. O feixe ibnico
proveniente do plasma intercepta os cones de amostragem (diametro do orificio 0,8 -
1,2 mm) e “skimmer” (diametro do orificio 0,4 - 0,8 mm). Com a finalidade de reduzir a
tendéncia de expansao do feixe, um sistema de focalizagdo idbnica é inserido apos os

cones. ™

Esse sistema consiste de lentes eletrostaticas que sao polarizadas
negativamente e possibilitam a remocao de fétons e espécies neutras, além de guiar os
jons positivos até o analisador de massas.'*?

Em ICP-MS, a separagdo de massas pode ser alcangada através do
emprego de diferentes mecanismos e tecnologias como por tempo de véo (TOF ICP-
MS), com dupla focalizagdo e setor magnético (SF ICP-MS) e quadrupolo (ICP-QMS),
sendo o ultimo o mais empregado em espectrometros devido a simplicidade e menor
custo. O quadrupolo € composto por quatro hastes metalicas em formato cilindrico
dispostas de maneira quadrangular e opera através da utilizagédo de correntes diretas

(DC) e alternadas (AC). A aplicagdo de um potencial com AC/DC definidos a um par de
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barras do quadrupolo, produz uma trajetoria estavel apenas a ions com uma razéo
massa/carga (m/z) pré-estabelecida, sendo os outros ions ejetados do quadrupolo. Os
ions separados no quadrupolo chegam ao detector onde sdo amplificados através de
colisdes com dinodos e geram o sinal analitico registrado em computador.'**

Apesar das vantagens apontadas, a técnica de ICP-MS com quadrupolo
apresenta baixa resolugdo (ca. 400), sendo assim suscetivel a alguns tipos de
interferéncias espectrais. As interferéncias isobaricas e poliatbmicas ocorrem devido a
sobreposicdo de elementos ou espécies moleculares com massas similares ao analito.
Elementos que formam espécies de dupla carga também podem causar sobreposicoes
espectrais em elementos que apresentem metade de sua massa, visto que o
quadrupolo processa a separagao em virtude da razdo m/z dos analitos. A Tabela 1
mostra alguns exemplos de interferéncias espectrais comumente encontradas em

analises por ICP-MS."*°

TABELA 6.1 — Exemplos de interferéncias espectrais em ICP-MS.'*

Interferéncia m/z Analito Abur;%?nma Interferente
40 “0ca’ 96,9 Oart
Sobreposicao isobarica
50 SO 5,4 S0crt, St
75 As* 100 VarcCl
Espécies poliatdmicas
80 80ge* 49,6 OAr*OAr*
69 ®Ga" 60,1 138Bg%*
Espécies de dupla carga
70 NGe* 21,2 140ce2

Ao longo dos anos, varios dispositivos e estratégias vém sendo
desenvolvidos com a finalidade de atenuar ou superar interferéncias espectrais em ICP-
MS. A selecdo de is6topos alternativos que sejam livres ou menos afetados por
interferéncias ¢ uma das maneiras mais simples de corrigi-las. Os isétopos *‘Ca e ®Se
com abundancias de 2,086% e 23,78%, respectivamente, podem ser utilizados como
alternativas aos is6topos “°Ca e #Se, altamente afetados por interferéncias isobaricas e

poliatdmicas. Como desvantagens dessa estratégia aponta-se a perda de sensibilidade
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devido ao uso de isétopos secundarios e a inaplicabilidade a elementos
monoisotdpicos, tais como *°Co e "°As, por exemplo. Outra estratégia bem estabelecida
€ 0 emprego de corregdes matematicas. Esse método baseia-se na medida da
intensidade de uma espécie interferente em uma razdo massa/carga correlata,
geralmente livre de interferéncias. A corregdo matematica € aplicada considerando-se
as intensidades de emissdo para a espécie interferente no analito e no is6topo
alternativo. Apesar de efetivo, esse método é limitado na correcdo de interferéncias
poliatdmicas mais severas e quando a concentragao do interferente € significativamente
superior aquela do analito.’

O emprego de condi¢gbes de “plasma frio” vem sendo demonstrado na
literatura desde a década de 1980 para correcéo de sobreposi¢cdes poliatdbmicas mais
severas, principalmente aquelas relacionadas com espécies de Ar geradas no plasma.
A operagao do plasma sob menores poténcias aplicadas (500 - 800 W) e vazdes do gas
de nebulizagdo mais elevadas (1,5 - 1,8 L min™") afeta diretamente o processo de
ionizagdo e formacdo de espécies interferentes. Interferéncias causadas por “°Ar'°0*
sobre *Fe e *Ar'?2C* em °2Cr* podem ser minimizadas drasticamente usando-se

condicdes de plasma frio."*®

Algumas limitagbes dessa estratégia, devido
principalmente a menor temperatura alcancada pelo plasma, sdo a menor eficiéncia na
decomposicao de elementos da matriz, dificuldade na determinagcdo de elementos com
elevado potencial de ionizagcdo, perda de sensibilidade pela menor ionizacdo dos
analitos e reduzida aplicabilidade para analises multielementares. ™

Com o0s avangos tecnoldgicos dos ultimos anos e a necessidade de
alternativas mais eficientes e aplicaveis universalmente para a correcdo de
interferéncias espectrais, foram desenvolvidos dispositivos baseados em interfaces
(CRI) e celas de reagdo e colisdo''. Localizada entre as regides da interface e do
quadrupolo, a cela de reagdo e colisdo (CRC) pode ser pressurizada com um gas
colisional (geralmente He) que interage com o feixe i6nico focalizado através de um
multipolo. Em virtude de ions poliatbmicos serem mais volumosos que os analitos, o
numero de colisdes efetivas do gas com essas espécies sdo maiores, causando a
diminuicdo de sua energia cinética. O uso de uma barreira energética possibilita a
separacao dos interferentes por discriminacéo de energia cinética (KED).'** Caso gases

reativos como Hz, NH3 ou O, sejam introduzidos na cela dinamica de reacéo (DRC) ou
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sistema octapolar de reacédo (ORS), as colisbes em fase gasosa tém o efeito de
promover reacdes com as espécies poliatbmicas interferentes e dissocia-las, ou ainda,
reagir com o analito e gerar como produto uma espécie a ser determinada em uma

nova razdo massa/carga, livre da interferéncia poliatémica original.™’

6.1.2 ICP-MS/MS

A ineficiéncia na remocédo de algumas interferéncias poliatdmicas por
processos colisionais e a baixa seletividade em processos reacionais, levaram ao
desenvolvimento de um espectrdmetro de massas com configuragdo MS/MS (tandem)
para analises elementares. Utilizado até entdo em espectrometria de massas para
moléculas organicas, o chamado “triplo quadrupolo” ou “ICPQQQ”, apresenta grande
flexibilidade para correcdes de interferéncias.’' Apesar da denominacdo, o arranjo
instrumental apresenta dois quadrupolos (Q1 e Q2) intercalados entre um octapolo ou
sistema octapolar de reagcdo (ORS), utilizado como cela de reagdo. O instrumento de
ICP-MS/MS apresenta um primeiro quadrupolo (Q1), localizado apdés o sistema de
focalizagao idnica, que atua como um filtro de massas que separa apenas razdes m/z
pré-selecionadas, excluindo-se assim as demais. Dessa forma, apenas os analitos e
interferentes que causam sobreposi¢cbes espectrais em m/z especificos chegam ao
ORS, proporcionando o aumento na eficiéncia de remoc¢ao de interferéncias no modo
colisional e o controle mais eficaz dos precursores e produtos no modo reacional.

A Figura 6.2 apresenta um exemplo comparativo das eficiéncias do ICP-
QMS (6.2a) e do ICP-MS/MS (6.2b) na determinacdo de ®Se (altamente afetado por
interferéncias “°Ar*’Ar*) através de reacdo com oxigénio."” No caso do ICP-QMS
(Figura 6.2a), todos os ions provenientes do plasma chegam a cela de reagao
pressurizada com O,. Como o analito (3°Se) reage facilmente com o gas, é desejavel
selecionar no quadrupolo a razdo m/z 96, relativa ao ions 8°Se'®0* formados. Dessa
forma, interferéncias relativas ao dimero de “°Ar* e elementos com dupla carga como
Gd** e Dy?** sdo eliminados em m/z = 80. Porém, a possivel presenca de ions *°Zr",
%Mo* e ®Ru* na matriz pode interferir na determinacdo de Se* via SeO* na m/z 96.
Quando o ICP-MS/MS é utilizado (Figura 6.2b), seleciona-se no primeiro quadrupolo

(Q1) somente a razdo m/z referente ao ®°Se*, excluindo-se as demais. No ORS, a
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espécie de 2°Se & entdo convertida no 6xido %°Se’®0* e é transferida para o segundo
quadrupolo (Q2) onde a razdo m/z = 96 é selecionada. Nesse caso (m/z = 96), as
espécies interferentes de Zr, Mo e Ru ja foram removidas inicialmente em Q1, e as

espécies interferentes em m/z = 80 seréo eliminadas em Q2.

Determinagao de %0Se

Ejetados (m/z = 96)
Provenientes do priop
plasma r )
Gas reativo ,@ 160G g2+ 160Dy
VArtAr ©) | £

160G 2+ 160Dy 2+
e - ’ 80ge160*

HBZr+ % = -%Zr*
Mo - %\o*
%Ry Cela de reagao Quadrupolo (m/z = 96) SRy
0Se" + Oy wepee 505160
"mass shift"
(b)
Ejetados (m/z = 96)
Provenientes do “opr0p+
plasma Q1
Gas reativo 160G 2+ ,160Dy2+
OAr0Ar \ '
Quadrupolo 1 (m/z = 80) (O2) @

160G 42+ !1EUDy2+ l

Sose+ 2 80 160y +
o6z - ——— —— om0 R
*%Mo*

%Ru* A Cela de reagao Quadrupolo 2 (m/z = 96)
Zr 0Se* + Op wmie 805160
%Mo~ “mass shift" Q2
%Ru*

Ejetados (m/z = 80)

FIGURA 6.2 — Representagdo esquematica da remogao de interferéncias na determinacao de
8Se por ICP-QMS (a) e ICP-MS/MS (b) através de reacdo com oxigénio na cela. Adaptado de
Agilent Technologies."” Cedido gentilmente por Agilent Technologies.
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Além da maior seletividade e controle durante as reagdes no sistema
ORS, o arranjo instrumental ICP-MS/MS apresenta diferentes modos operacionais de
acordo com a demanda analitica.”’ No modo MS, o primeiro quadrupolo (Q1) é
desativado e atua apenas como um guia para o feixe i6nico, possibilitando assim a
operagao do instrumento como um espectrobmetro de ICP-QMS convencional. Na
configuragao tandem MS/MS, o instrumento pode operar no modo “mass shiff’ onde Q2
= Q1 + m/z do gas reacional (multiplos de 16 para O, ou de 17 para NH3), como
discutido anteriormente para a determinagdo de %°Se via ¥Se’®O*. Nesse modo
operacional, pode-se também realizar estudos com relagdo ao precursor ou produtos da
reacdo."” No primeiro caso, é selecionado o produto da reacdo em Q2 e faz-se uma
varredura de massas em Q1, a fim de verificar qual ion precursor gera o produto
desejado de maneira mais eficiente. No segundo caso, seleciona-se em Q1 o precursor
desejado e faz-se uma varredura de massas em Q2, com o intuito de estudar os
produtos formados e suas intensidades.

Outra possibilidade em MS/MS se da através do modo “on mass” onde Q1
e Q2 s3o ajustados para a mesma razdo massa/carga.’*’ Um exemplo dessa aplicagéo
é na determinacdo de ''?Cd em matrizes com altas concentragdes de **Mo, que geram
no plasma *Mo'®0*. A determinagdo de Cd em m/z = 112 é prejudicada pela
sobreposicdo do 6xido de Mo, enquanto que sua determinacdo na forma de CdO* (m/z
= 128) é dificultada pela baixa reatividade do Cd com O, e também pela formagao do
interferente **Mo'®0"°0". Utilizando-se O, no ORS e selecionando-se Q1 = Q2 = 112, a
espécie interferente  ®*Mo'®0* é convertida a **Mo'0'0*, possibilitando a
determinagdo de Cd livre de interferéncia originadas pelo Mo. E importante ressaltar
que apesar da perda de sensibilidade relativa ao uso de gases reativos no ORS, em
muitos casos observam-se menores sinais de fundo e consequentes ganhos em poder
de detecgao.®

Por ser um método analitico relativamente recente, ha poucos trabalhos
na literatura descrevendo o emprego de ICP-MS/MS para analises quimicas
inorganicas. BALCAEN et al.'* descreveram um procedimento para determinacéo de
quantidades ultra-traco de Ti em sangue por ICP-MS/MS. Devido a baixa concentragao
do analito na matriz, os autores propuseram a utilizacdo do isétopo 48, o mais

abundante de Ti (73,72%), mas que apresenta sobreposicdo espectral com “*Ca,
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presente em altas concentragdes na matriz. Os autores estudaram o emprego de O, e
NH3; como gases reacionais e utilizaram o modo “mass shiff’ para selegdo das espécies
de interesse. Inicialmente, foram analisadas solugdes de Ti na auséncia e presenca de
Ca através de uma varredura com Q1 = 48 e em Q2 foram verificados 0s possiveis
produtos reacionais formados. Essa analise mostrou que o uso de oxigénio na cela foi
ineficaz na remocéao das interferéncias de Ca, visto que em m/z = 64 o sinal analitico
apresentava contribuicdo de “®Ti'°0* e *®Ca’®0". Para obter boa exatiddo, os autores
propuseram a determinacdo de Ti na forma de “®Ti(NH3)s* na m/z = 150, sendo a
espécie hexa-coordenada de aménia livre da interferéncia oriunda do “®Ca. O
procedimento foi aplicado a amostras de sangue de portadores de implantes a base de
Ti e amostras controle, e comparado com SF ICP-MS. O limite de detecgao foi de 3 ng
L' e os autores puderam concluir que as amostras de interesse apresentaram
concentragdes mais elevadas de Ti do que as amostras controle.

O grupo de VANHAECKE™® estudou também a determinacdo de S em
amostras de biodiesel por ICP-MS/MS utilizando diluicdo isotopica. A determinagao de
S por ICP-MS é desafiadora por apresentar severas interferéncias principalmente do
dimero de '°0," sobre seu isétopo mais abundante (*S — 95,04%). Os autores
avaliaram as condigdes padrédo com 1 quadrupolo (MS, sem e com O, na ORS) e o
modo com 2 quadrupolos (MS/MS, com deslocamento de massa utilizando O, na ORS).
No modo MS, o uso de oxigénio no ORS foi fundamental para obtengédo de curvas de
calibragdo, até entdo indisponiveis no modo sem gas. Apesar disso, a exatiddo pode
ser comprometida visto que a presenca na matriz de ions “®Ca, “Ti e '2C'*0* em m/z =
48 causa sobreposicdo com espécies *2S'°0* formadas na cela. No modo MS/MS, foi
selecionado em Q1 a m/z = 32, ejetando os ions interferentes em m/z = 48, mesma
razdo massa/carga selecionada em Q2 para determinagdo se enxofre via *S'®0* com
limite de deteccdo de 0,2 g L™

AMAIS et al.'*® propuseram a mesma estratégia de deslocamento de
massas através de reagdo com oxigénio para determinacédo de S, Si e P em biodiesel,
diesel e oleo lubrificante por ICP-MS/MS. Os autores estudaram diferentes vazdes
gasosas para ORS (0,30 ; 0,50 e 0,75 mL min" O,) e sua influéncia sobre a
sensibilidade, poder de deteccdo e exatiddo na analise de CRM. Utilizando 0,75 mL

min™ O, limites de deteccdo de até 0,49 ; 0,31 e 0,33 ug L™ foram obtidos para Si, P e
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S, respectivamente, com recuperacdes entre 95 - 107% para 6leo lubrificante e 91 -

135% para diesel e biodiesel.

6.2 Obijetivos especificos

O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar o desempenho do ICP-
MS/MS nos modos “on mass” e “mass shift’ utilizando a reagdo com oxigénio no ORS

para a determinacao de As, Cd, Cr, Ni, Pb e V em medicamentos fitoterapicos.

6.3 Parte Experimental

Todos os experimentos foram realizados com um espectrémetro de
massas acoplado ao plasma indutivo com triplo quadrupolo (ICP-MS/MS) 8800 ICP-MS
Triple Quad (Agilent Technologies, Jap&o). As condigbes operacionais do instrumento
sdo apresentadas na Tabela 6.2. Todas as solugbes foram preparadas com agua
destilada-desionizada (resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de um sistema Milli-Q
(Millipore, EUA) e acido nitrico sub-destilado a partir de um sistema Distillacid (Berghof,
Alemanha).

Solucdes de referéncia multielementares de As, Cd, Cr, Ni, Pb e V no
intervalo de 0,1 a 100 pg L™ foram preparada a partir da diluicio apropriada de
solucdes estoque 1000 mg L' em 1% (v v') HNOs. Os materiais de referéncia
certificados de folhas de macieira (SRM 1515) e folhas de tomateiro (SRM 1573a, NIST,
EUA) foram utilizados para avaliagdo da exatiddo. Amostras de medicamentos
fitoterapicos em capsulas contendo: Boldo 200 mg (Peumus boldus), Cha Verde 250
mg (Camellia sinensis), Ginseng 300 mg (Panax ginseng) e Kawa Kawa 100 mg (Piper
methysticum) foram adquiridas em farmacia de manipulagao local em Sao Carlos - SP.
Cabe ressaltar que as amostras de medicamentos fitoterapicos utilizadas neste capitulo
foram distintas das de plantas medicinais utilizadas nos capitulos anteriores. Para
digestdo das amostras (n=3) foi utilizado um sistema de micro-ondas com cavidade
Ethos 1600 (Millestone, Italia) com frascos de PTFE com capacidade de 45 mL. Foram

pesados cerca de 0,3 g de amostra, adicionados 6 mL de HNO3 7 mol L™ e 2 mL de
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H,0, 30% m m™ e procedeu-se a digestdo segundo o programa descrito na Tabela 6.3.

Os digeridos foram levados a um volume final de 50,0 mL.

TABELA 6.2 — Condicbes operacionais do ICP-MS/MS utilizadas neste trabalho.

Condigao de operagao

Parametro
Poténcia de RF (W) 1550
Vazao do gas do plasma (L min™) 18,0
Vazdo do gas auxiliar (L min™) 1,8
Vazao do gas de nebulizagéo (L min™) 1,09
Profundidade de amostragem (mm) 8,0
Tempo de integracgéao (s) 3,0
Tempo de estabilizagéo (s) 20
Numero de replicatas 3
Temperatura da camara de nebulizagéo (°C) 2
Vazao de Oz no ORS (mL min™) 0,30;0,50; 0,75
Razbes m/z avaliadas (elementos) 755(1A(s\;;) ;15;22 ((%2;);630(8’\]&)%)
Razdes m/z avaliadas (6xidos) 9 16(7A(s\é)?;);1288 ((c(;;r(%)7262(4N(l|(3g0)

TABELA 6.3 — Programa de aquecimento do forno de micro-ondas utilizado na digestdo das
amostras de CRMs e fitoterapicos.

Etapa mF;::;?;nacz‘aN : Tempo (min) Temr()oecr)atura
1 800 10 200 (rampa)
2 1000 10 200 (patamar)
3 0 20 resfriamento
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6.4 Resultados e discussao

A reagao entre os ions dos analitos formados no plasma com o oxigénio
pressurizado no ORS geralmente ocorre através da transferéncia de atomos de
oxigénio, resultando na formagédo de um o6xido iGnico com razdo m/z deslocada em 16
u.m.a. A facilidade com que ocorre esse tipo de reagao, desconsiderando-se o fator
entropico, € determinada pela entalpia (AHr) que pode ser positiva (reagéo
endotérmica) ou negativa (reagcdo exotérmica). Por ndo requererem energias de
ativacdo apreciaveis, as reacdes exotérmicas de ions em fase gasosa tendem a ocorrer
de forma espontanea, e sua eficiéncia € amplamente dependente da vazado do gas no
ORS.™’

Considerando-se esse aspecto foi avaliado o desempenho do ICP-MS/MS
nos modos de operagdo com 1 quadrupolo (MS) e sem gas reacional e com 2
quadrupolos (MS/MS) com O, no ORS em vazdes de 0,30 ; 0,50 e 0,75 mL min™'. Para
isso foram avaliados, inicialmente, parametros como sensibilidade e capacidade de
deteccado (LOD) para os modos “on mass” (Q1 = Q2) e “mass shift’ (Q2 = Q1+16). Os
resultados da Tabela 6.4 mostram que de um modo geral as sensibilidades tenderam a
diminuir a medida que a vazao de O, no ORS aumentou. Para As e V verifica-se que
menores LODs e maiores sensibilidades foram obtidos quando analisados os 6xidos
(modo mass shift) frente aos ions sem deslocamento de massa. Esse aspecto ja era
esperado devido as reacdes entre esses ions serem termodinamicamente favoraveis,
com AHr de - 0,63 eV para As e - 0,85 eV para V." Para os elementos que
apresentam reac¢des endotérmicas com O, como Cd, Cr (+ 1,38 eV), Ni (+2,36 eV) e Pb
(+2,9 e V), o monitoramento dos ions sem reagdo (modo on mass) proporcionou
resultados com menores LOD e maiores sensibilidades em comparacédo com os oxidos.
Em nota técnica da AGILENT'®?, pode-se confirmar os resultados obtidos, sendo que os
analitos sob influéncia de O, na ORS encontram-se predominantemente nas formas de
75AS160+, 11ZCd+, 52Cr+, 60Ni+, 208pp*+ o 51\/160*

As Tabelas 6.5 e 6.6 mostram os resultados para determinacéo de As, Cd,
Cr, Ni, Pb e V nos materiais de referéncia de folhas de macieira (SRM 1515) e folhas de
tomateiro (SRM 1573), respectivamente, para diferentes vazées de O, no ORS e

avaliando-se os ions sem reacao de deslocamento e com monitoramento de 6xidos.
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TABELA 6.4 — Sensibilidades e limites de detecgao para As, Cd, Cr, Ni, Pb e V sob diferentes vazées de O, na ORS e modos de
deteccado “on mass”(Q1=Q2) e “mass shift’(Q2 = Q1+16) para ICP-MS/MS.

Sem gas na ORS 0,30 mL min™ O, 0,50 mL min™ O, 0,75 mL min™ O,
Analito Q1 =Q2 o sibilidade (ul_goll.?1) Sensibilidade (“"9081) Sensibilidade (IJI:.?JOB) Sensibilidade (uLgOII.D'1)

N T5—T5 28141 0,005 333 0,05 36 0,5 1 8,0

75 - 91 - - 12704 0,04 7888 0,06 3748 0,006

oy 112112 51744 0,001 24032 0,02 15260 0,001 9874 0,005
112 - 128 - - 11 0,4 2 10 0,3 9,0

. 52— 163096 0,04 52809 0,007 23788 0,05 18614 0,02
52 68 - - 7803 0,02 2904 0,07 1065 0,05

y  60—60 47604 0.1 14877 0,02 10492 0,05 4883 0,02
60 — 76 - - 572 0,08 249 0,1 98 0,2

o, 208208 119283 0,01 66638 0,02 58915 0,02 33148 0,09
208 —» 224 - - 206 0,05 52 0,4 16,7 0.3

y 51 51 178173 0,004 2357 0,04 260 10 7 18,0

51 — 67 -- -- 84125 0,003 43332 0,01 18994 0,005
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TABELA 6.5 — Determinagao de As, Cd, Cr, Ni, Pb e V em folhas de macieira (ug g'1 ou em % de recuperagao, n=3) sob diferentes
vazdes de O, na ORS e modos de deteccao “on mass’(Q1=Q2) e “mass shift’(Q2 = Q1+16) para ICP-MS/MS.

0,30 mL min™" O,

0,50 mL min™” O,

0,75 mL min™” O,

Valor Sem gas na ORS
Analito Q1 — Q2 Certific_a11do Determinado %  Determinado %  Determinado % Determinado %
(hg g’) (hg g”) Rec (Mg g™ Rec (Mg g”) Rec (Mg g™ Rec
75 - 75 0,13+ 0,01 3488 3,8+0,2 9998 16,1+ 0,3 4,10* 243 + 2 6,10°
As 0,038 + 0,007
75 — 91 - - 0,041 + 0,001 108 0,033 + 0,002 88 0,035 + 0,003 93
112 - 112 0,01 £ 0,01 108 0,021 + 0,001 162 0,011 £ 0,001 85 0,015 + 0,001 112
Cd 0,013 £ 0,002
112 — 128 - - 0,26 £ 0,03 1996 0,36 + 0,08 7012 <LOD <LOD
c 52 —» 52 0.3* 0,58 £ 0,08 193 0,333 + 0,003 111 0,33 +0,06 112 0,28 £ 0,02 94
r H)
52 —» 68 -- - 0,31 +£0,03 103 0,22 £ 0,02 72 0,34 £ 0,05 113
) 60 — 60 1,3£0,6 142 1,1+£0,2 125 0,89 £ 0,09 98 0,93 £ 0,09 102
Ni 0,91 +0,12
60 —» 76 -- -- 1,5+£0,2 164 0,93 +0,08 103 1,56 + 0,08 171
208 — 208 0,45 + 0,08 95 0,51 +£0,02 108 0,46 + 0,07 99 0,48 + 0,04 102
Pb 0,470 + 0,024
208 — 224 - - 0,51 £ 0,01 109 0,29 + 0,01 61 0,36 + 0,02 77
51 > 51 0,19 + 0,01 74 0,43 + 0,07 166 1,00 £ 0,02 384 14,1+0,6 5413
\Y/ 0,26 £ 0,03
51 - 67 - - 0,18 + 0,01 69 0,24 + 0,01 94 0,177 + 0,005 68
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TABELA 6.6 — Determinagao de As, Cd, Cr, Ni, Pb e V em folhas de tomateiro (ug g”' ou em % de recuperagdo, n=3) sob diferentes
vazdes de O, na ORS e modos de deteccao “on mass’(Q1=Q2) e “mass shift’(Q2 = Q1+16) para ICP-MS/MS.

Sem gas na ORS 0,30 mL min™ O, 0,50 mL min™ O, 0,75 mL min” O,

Valor
Analito  Q1—Q2 Certificado peterminado %  Determinado % Determinado %  Determinado %
(hg g7) (gg")  Rec (Mgg")  Rec  (ugg")  Rec  (ugg") Rec
75 - 75 0,15+ 0,01 134 0,54 + 0,05 486 20+0,2 1785 226+0,3 2,10*
As 0,112+0,004
75 — 91 -- -- 0,106 + 0,006 94 0,11+ 0,03 96 0,10 £ 0,01 90
112 - 112 1,224 1+ 0,002 80 1,259 £ 0,004 83 1,571 +£0,006 103 1,13+ 0,02 75
Cd 1,52 £ 0,04
112 — 128 - -- 1,87 £ 0,06 123 1,9+0,3 126 1,58 £ 0,07 104
52 — 52 1,62+0,1 81 1,76 £ 0,01 89 2,24 + 0,02 113 1,501 76
Cr 1,99 £ 0,06
52 — 68 -- -- 1,8+ 0,1 91 1,94 £ 0,05 98 2,00 £0,02 101
. 60 — 60 .7 +£0,1 104 1,51£0,2 92 1,56+0,3 93 1,7+0,3 104
Ni 1,59 + 0,07
60 — 76 -- -- 2,7+0,2 174 2001 126 25+0,3 155
Pb 208 — 208 0,55 + 0,01 -- 0,58 + 0,04 -- 0,49 £ 0,03 -- 0,61 +£0,05 --
208 — 224 -- -- 0,56 = 0,05 -- 0,42 £ 0,01 -- 0,47 £ 0,05 --
51 — 51 0,64 + 0,02 77 1,12 £ 0,03 134 26+0,2 314 321 3798
0,835+0,010
51 — 67 -- -- 0,61 +£0,02 73 0,84 £ 0,03 100 0,60 £ 0,02 72
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Observa-se nas Tabelas 6.5 e 6.6 que as melhores recuperagdes foram
obtidas empregando-se vazées de 0,50 e 0,75 mL min” O, no ORS e quando s3o
monitorados os respectivos 6xidos para As e V e os proprios ions para Cd, Cr, Ni e Pb.
Nessas condicdes e com 0,50 mL min™ O,, os resultados obtidos ndo apresentaram
diferencgas significativas a um nivel de 95% de confianga (teste t) e as recuperacdes
para os dois CRMs avaliados variaram entre 85 - 113%. Para 0,75 mL min™" Oy,
recuperagdes entre 68-112% foram obtidas, porém os valores para V em folhas de
macieira (SRM 1515) e Cd, Cr e V em folhas de tomateiro (SRM 1573a), ndo foram
concordantes com os valores certificados a um nivel de 95% de confianga. Nota-se
também que para Cd, Cr, Ni e Pb (elementos com menor tendéncia reativa com o O,)
no modo “mass shift” e para As, V (elementos com maior tendéncia reativa com o O,)
no modo “on mass”, o aumento nas vazdes do gas levou a resultados inexatos e
recuperagdes elevadas. Esses fendbmenos sado de dificil interpretacdo, sendo que
estudos detalhados sobre mecanismos e reagdes em fase gasosa na ORS podem ser
conclusivos para a explicagao dos resultados. Estes, porém, ndo foram focados neste
trabalho. Considerando-se a sensibilidade, exatiddo e os limites de detecgao, optou-se
pelo procedimento envolvendo o uso de 0,5 mL min™' O, no ORS e monitoramento dos
ions "2Cd*, *2Cr*, ®Ni* e °®Pb* e dos 6xidos "°As'®0*, *'V'°0* para a analise das

amostras de fitoterapicos (Tabela 6.7).

TABELA 6.7 — Resultados (média * desvio-padrdo, n=3) para As, Cd, Cr, Ni, Pb e V em
amostras de fitoterapicos por ICP-MS/MS.

A Cd Cr Ni Pb Vv

S
Amostra (ng 9'1) (ng 9'1) (ng 9'1) (ng g'1) (ng 9'1) (ng 9-1)

Cha Verde 44 £+ 3 23+ 1 480+40 118030 52020 190+ 5

Boldo 168 + 4 6+1 820+40 87060 400+40 2400+ 200
Kawa Kawa <10 <0,2 270+20 250+ 10 9+1 26 + 1
Ginseng <10 30 +1 430+30 500+30 22080 920 £+ 50

LOD 10 0,2 8 8 3 2
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Foram encontrados nas amostras concentracdes de 44 a 168 ng g As,6-30ng g
Cd, 270-820ng g’ Cr, 250 - 1180 ng g Ni, 9-520ngg' Pbe 26 -2400ngg'Ve o
procedimento apresentou limites de deteccdo entre 0,2 (Cd) e 10 (As) ng g"'. As
normas da ANVISA'® e as concentragdes maximas permitidas na Farmacopeia
Brasileira', sdo de 1,5 ugg”' As, 0,5ug g’ Cd, 1,0 uygg’' Pbe 25 ugg”' para Cr, Nie
V. Considerando-se os valores determinados para esses elementos e seus limites de
detecgao, pode-se concluir que o procedimento € adequado a analise de impurezas em
medicamentos fitoterapicos e estes se situaram abaixo do valores limites para as

amostras estudadas.

6.5 Conclusées parciais

Neste capitulo, demonstrou-se que a espectrometria de massas acoplada
ao plasma indutivo com configuragéo tandem (ICP-MS/MS) é uma estratégia bastante
versatil e eficiente para determinagao de elementos traco e ultra-tragco em amostras de
fitoterapicos. Utilizando-se o modo MS/MS com vaz&o de 0,5 mL min” de oxigénio no
ORS e detecgado de 6xidos em alguns casos, foi possivel a obtengdo de limites de
deteccao apropriados e boa exatidao para As, Cd, Cr, Ni, Pb e V. As concentragdes
determinadas se situaram entre 44 - 168 ng g As,6-30 ngg” Cd, 270-820ng g Cr,
250 - 1180 ng g™ Ni, 9 - 520 ng g Pb e 26 - 2400 ng g"' V e foram menores que as

maximas permitidas em legislagao.



CAPITULO 7

Consideracdes finais
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi demonstrado o emprego de diferentes métodos
analiticos para analise quimica inorganica de plantas medicinais e fitoterapicos. Para a
escolha da técnica e do procedimento mais adequados para a resolugdo de um
problema analitico devem-se considerar alguns fatores como a disponibilidade de
amostras e instrumentos, o custo relativo, a pericia do analista, o numero de amostras
a serem analisadas, o numero de analitos a serem determinados, a sensibilidade,
frequéncia analitica, exatidao e repetibilidade requeridas.

A espectrometria de absorgdo atdbmica com fonte continua e alta
resolugdo em forno de grafite € um método altamente sensivel, simples e de custo
moderado, sendo indicado para determinacdo de elementos em niveis traco e ultra-
traco. Quando associado a analise direta de sdlidos, apresenta elevada frequéncia
analitica, pois utiliza o preparo minimo, quantidades reduzidas de amostra e
possibilidade de calibracdo com solugbes aquosas. Apesar de monoelementar, o
emprego da analise de solidos para HR-CS GF AAS é relativamente recente e pode
estender a gama de aplicagbes da espectrometria de absorgdo atbmica a novos
elementos e matrizes. Esse método pode ser indicado na determinagdo de um numero
reduzido de elementos em baixas concentracdes para analise de plantas medicinais.

A espectrometria de emissdo atbmica em filamento de tungsténio € um
método multielementar, com boa sensibilidade e baixo custo relativo. As principais
limitacbes desse método sio relativas a problemas de nao isotermicidade e maior
susceptibilidade a efeitos de matriz, que podem prejudicar a exatidao e precisdo dos
resultados. A WC AES né&o apresenta equipamentos com disponibilidade comercial e o
alinhamento do sistema optico requer pericia do analista. O emprego de filamentos
condicionados, e mais recentemente de modificadores quimicos, sao estratégias
eficazes para aumento de sensibilidade e melhoria da precisdo. Porém, a sensibilidade
e os limites de detecgao para WC AES nao foram adequados para a determinacao de
elementos em concentragdes mais baixas como Cr e V em amostras de plantas

medicinais.
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A analise por diluicdo de padrao (SDA) para a espectrometria de emissao
Optica com plasma acoplado indutivamente é uma estratégia nova e pratica para
calibragcdo. Esse método requer o uso de uma técnica multiclementar de deteccao
como ICP OES, a selecdo adequada de um elemento como padrdo interno e o
conhecimento prévio da concentracdo dos analitos na amostra para diluicdo
apropriada. A SDA ICP OES apresenta aplicabilidade em analises de rotina e grande
potencial para superar interferéncias de transporte e de matriz em amostras mais
complexas. O método pode ser facilmente aplicado na determinagdo de macro e
micronutrientes em plantas medicinais.

A espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente e
configuragao de triplo quadrupolo € um método altamente sensivel e multielementar. O
uso de oxigénio na ORS e do modo MS/MS propiciam maior controle e seletividade as
reagdes em fase gasosa, além de alta eficiéncia para correcdo de interferéncias
espectrais. Esse método requer a digestdo das amostras utilizando um sistema
adequado (preferencialmente assistido por radiacdo micro-ondas). O ICP-MS/MS
apresenta um elevado custo relativo e requer pericia do analista para operagao, sendo
indicado para determinacdes multielementares de elementos em niveis traco e ultra-

traco em amostras de fitoterapicos.
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