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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados quatro métodos de preparo de amostras para a posterior
determinacdo de halogénios (F, Cl, Br e I) em plantas medicinais. Os métodos de
preparo avaliados foram: i) combust&o iniciada por micro-ondas (MIC) ii) digestédo por
via Umida assistida por radiacdo micro-ondas (MAWD), iii) extracdo alcalina assistida
por radiacdo micro-ondas (MAE) e iv) extracdo alcalina em sistema aberto com
aquecimento convencional (AE). A determinacéo de F foi feita por eletrodo ion seletivo
(ISE) e cromatografia de ions (IC). Cloro foi determinado por espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e Br e | foram determinados por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Para a
decomposicdo por MIC foi utilizada uma solugdo de NHsOH 100 mmol L* para a
absorcao dos analitos e posterior determinacédo de F, Cl, Br e I. A decomposicéo por
MAWD foi feita utilizando 4,8 mL de HNO3 1, 4, 7 e 14,4 mol L' com 1,2 mL de H20:.
Quando utilizada a solucdo de 4,8 mL de HNOs 1 mol L' e 1,2 mL de H202, os
resultados obtidos para F, Cl, Br e | foram concordantes com os valores de referéncia
(MIC) (teste t de Student com nivel de confianga de 95%). Para a avaliagdo da MAE e
AE foram utilizados H20, NH4OH 0,11 mol L* e TMAH 0,11 mol L (hidréxido de
tetrametilam6nio) como solugcBes extratoras. Na MAE, além da avaliacdo da solucao
extratora, foram investigados a temperatura (90 e 240 °C), tempo de aquecimento (5 e
20 min) e volume das solu¢des extratoras (6 e 10 mL). Entretanto, utilizando MAE e AE,
ocorreram interferéncias na determinacéo de fltor por ISE e IC, devido ao alto teor de
carbono em solucéo, impossibilitando sua quantificagdo. A exatiddao empregando MIC
e MAE foi avaliada através do uso de material de referéncia certificado (CRM).
Utilizando o método por MIC foram observadas concordancias entre 90 e 97% para Cl,
Br e I. Apés a avaliacdo dos métodos de preparo de amostras (MIC, MAWD, MAE e AE)
foi feito um estudo em relacdo a recuperacao de Br a partir da adicdo de solugdes de
concentragdes conhecidas de KBr e CHsBr tendo em vista que CHsBr € um fumigante
utilizado em praticas agricolas para o controle de pragas. As recuperacgdes de Br a partir
da adicdo KBr foram superiores a 91% (MIC, MAWD, MAE e AE). Entretanto, as
recuperacdes de Br a partir da adicdo de CHsBr foram inferiores a 22% (MAE). Os
limites de deteccdo (LODs) obtidos para todos os analitos foram inferiores a 15 pg g*

(ISE) em todos os métodos de preparo e amostras avaliados.
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ABSTRACT

In this work, four sample preparation methods were evaluated for further determination
of halogens (F, Cl, Br e 1) in medicinal plants. The evaluated sample preparation
methods were microwave-induced combustion (MIC), microwave-assisted wet
digestion (MAWD), microwave-assisted alkaline extraction (MAE) and alkaline
extraction in open system (AE). The determination of F was performed by
potentiometry using ion selective electrode (ISE) and ion chromatography (IC).
Chlorine was determined by inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP-OES) and Br and | were determined by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). In MIC, 100 mmol L NH4OH was used as absorbing solution.
In MAWD solutions of HNOsz (1, 4, 7 and 14.4 mol L?) with H202 were used for
decomposition of samples. It was observed an agreement with reference values better
than 95% when 1 mol L't HNOswas used. The alkaline extraction (MAE and AE) was
performed using H20, 0.11 mol L* NH40OH and 0.11 mol L' TMAH. In MAE, the
variables studied were: volume of extractor medium (6 and 10 mL), temperature (90
and 240 °C) and extraction time (5 and 20 min). MAE and AE showed interference for
F determination by ISE and IC. The accuracy of MIC and MAE methods was evaluated
using certified reference materials (CRM). In MIC, accuracy between 90 and 97% for
Cl, Br and | was observed. Further evaluation of the sample preparation methods
(MAWD, MAE and AE) was performed for recovery of Br by the addition as KBr and
CHsBr, considering that methyl bromide is used as fumigant in agricultural practices
and can be a contaminant of Br in plants. The recovery of Br using KBr was better than
91% (MIC, MAWD, MAE and AE). However, the recovery of Br using methyl bromide
was lower than 22% (MAE). Limits of detection lower than 15 ug g* (ISE) was obtained

for all prepare methods evaluated.



1. INTRODUCAO

Em geral, a presenca de halogénios em plantas pode estar relacionada a sua
composicdo quimica, a absorcdo a partir dos solos ou, ainda, por contaminacao
proveniente de praticas agricolas.! Dependendo da concentracédo de alguns halogénios
em plantas medicinais, podem ocorrer problemas aos consumidores, dependendo da
concentragcdo, quando ingeridos. Segundo a Farmacopeia Americana (USP), com a
pratica de fumigagcdo com brometo de metila (CHsBr) usada no controle de pragas, pode
ocorrer a contaminacao das plantas com Br. Em vista disso, existe a necessidade de
um controle de qualidade rigoroso, para assegurar a qualidade do produto e garantir a
saude do consumidor, embora a Farmacopeia Americana tenha aumentado
recentemente o limite de Br em plantas medicinais de 50 pg g* para 125 ug g*.2#

Entre as técnicas mais utilizadas para a determinacdo de halogénios, cita-se a
cromatografia de ions (IC), a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES), a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e a potenciometria com eletrodo ion seletivo (ISE).
Entretanto, previamente a etapa de determinacéo, faz-se necessario o tratamento das
amostras, geralmente com o objetivo de obter uma solucdo aquosa adequada as
técnicas utilizadas para a determinagcdo. Além disso, outros aspectos precisam ser
observados para a escolha do método de preparo de amostra, tais como o0 uso de
solucbes diluidas, frequéncia analitica e massas elevadas de amostra. Porém,
contemplar todos estes aspectos € dificil e, quando se visa a determinacdo de
halogénios, a escolha do método de preparo de amostra torna-se um desafio devido
aos riscos de contaminacéo e perdas pela formacédo de espécies volateis.>°

Entre os métodos mais utilizados para o preparo de plantas medicinais visando
a determinacao de halogénios, pode-se destacar a combustéo por via seca em forno do
tipo mufla, métodos de combustdo em sistema fechado (bomba de combustéo, frasco

de Schoniger e combustéo iniciada por micro-ondas - MIC), métodos de decomposic¢ao

1 Kalra, Y. P., Handbook of Reference Methods for Plant Analysis 1998, pp. 1-10.

2 Di Narda, F., et al., Analytica Chimica Acta 436 (2001) 245-252.

3Yagi, K., et al., Science 267 (1995) 1979-1981.

4Mang, S., et al., Science 263 (1994) 1255-1257.

5Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

6 Flores, E. M. M., Microwave-Assisted Sample Preparation for Trace Element Determination, Elsevier, 2014, 77-
142.
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por via Umida utilizando acidos concentrados, extracdo alcalina e piroidrélise.>’-1?
Porém, alguns desse métodos podem néo ser adequados para a determinacdo de
halogénios, sobretudo, no que se refere a contaminacdo das amostras e as perdas de
analitos devido a formacdo de compostos volateis.”13

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar métodos de preparo de amostra
para a posterior determinacdo de halogénios em plantas medicinais. Para tanto, foram
avaliados os métodos de extracdo alcalina assistida por radiagdo micro-ondas (MAE),
a digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas (MAWD) e a extracdo alcalina em
sistema aberto com aquecimento convencional (AE). Além disso, em cada método de
preparo de amostra avaliado, foram avaliadas as recuperacdes de Br, na forma de KBr
e CHsBr, para verificar se estes compostos permanecem na amostra apés a adicao.
Este estudo tem por finalidade avaliar a recuperacao de Br adicionado na forma de um
sal inorganico (KBr) e na forma organica (CHsBr). Cabe salientar que o CHsBr &€ um
fumigante utilizado em praticas agricolas para o controle de pragas. Entretanto, o CHsBr
também pode ser um contaminante de Br nas plantas. Posteriormente, foi determinado
fldor por IC e ISE, cloro por ICP-OES e Br e | por ICP-MS. Desse modo, a exatiddo dos
meétodos propostos foi avaliada através da comparacdo entre os resultados obtidos
empregando os diferentes métodos desenvolvidos e através do emprego de material de

referéncia certificado (CRM).

2 Di Narda, F., et al., Analytica Chimica Acta 436 (2001) 245-252.

7 Knapp, G., et al., Fresenius' Journal of Analytical Chemistry 362 (1998) 508-513.

8 Cortés-Pefia, M. A., et al., Waste Management & Research 20 (2002) 302-307.

9 Steyermark, A., et al., Microchemical Journal 3 (1959) 523-527.

0 pereira, J. S. F., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 25 (2010) 1268-1274.
11 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 79 (2009) 947-952.

12 Antes, F. G., et al., Atomic Spectroscopy 29 (2008) 157-164.

13 Mello, P., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
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Neste capitulo sera feita uma breve revisao da literatura na qual serdo abordados
0S aspectos gerais sobre a determinacao de F, Cl, Br e I, bem como a sua importancia
em plantas medicinais. Posteriormente, serdo descritos os principais métodos de
preparo de amostra utilizados para a posterior determinacdo de halogénios em
diferentes matrizes. Ao final, serdo apresentadas as principais técnicas analiticas
utilizadas para determinagao de halogénios.



Reviséo Bibliografica

2.1 Plantas: generalidades e composi¢cao quimica

As plantas medicinais séo utilizadas desde a antiguidade para o tratamento e
prevencao de doencas e até hoje sdo importantes para o desenvolvimento e pesquisa
de novos medicamentos, principalmente pela acessibilidade e baixo custo.'4
Entretanto, embora ja existam ha milhares de anos, foi apenas a partir de 1978 que o
uso dessas plantas foi oficializado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS).%®
Deste modo, um controle rigoroso das plantas utilizadas para fins medicinais tornou-
se importante para garantir a qualidade do produto e, sobretudo, a saude dos
usuarios.16-1°

As variedades das plantas séo caracteristicas do clima e do solo de cada regiéo.?°
Estas plantas séo fontes de compostos que podem ser utilizados para o combate de
muitas doencas. Na Tabela 1 estdo alguns exemplos de plantas que podem ser

utilizadas para esta finalidade.

Tabela 1. Espécies de plantas utilizadas para fins medicinais, partes frequentemente usadas

e suas respectivas finalidades.'>%*

Nome cientifico Nome popular Parte usada Usos
Aescullus hippocastannun castanha da india  folhas anti-inflamatoério
Alloe vera babosa folhas cicatrizante
Baccharis trimera carqueja folhas digestivo
Matricaria chamomilla camomila inflorescéncia  calmante
Maytenus ilicifolia espinheira santa folhas analgésico
Melissa officianalis melissa folhas calmante
Mentha piperita hortela folhas estimulante
Peamus boldus boldo folhas digestivo
Phyllanthus niruri quebra-pedra folhas tratamento renal
Rhamnus purshiana cascara sagrada casca estimulante
Trigonella foenum-graecum  feno grego sementes antianémico
Zinziber officianale gengibre bulbo emagrecedor

14 Ahmad, I., et al., Journal of Ethnopharmacology 62 (1998) 183-193.

15 ANVISA, Formulério de Fitoterapicos Farmacopeia Brasileira 2011, pp. 523

16 Balunas, M. J., et al., Life Sciences 78 (2005) 431-441.

17 Callixto, J. B., Brazilian Journal of Medical and Biological Research 33 (2000) 179-189.
18 Desideri, D., et al., Microchemical Journal 98 (2011) 186-189.

19 ANVISA, Farmacopeia Brasileira, 52 ed., 2010, pp. 13-195.

20 Muiller, A. L. H., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 22 (2011) 1649-1655.
21Souza, C. D. d., et al., Acta Botanica Brasilica 20 (2006) 135-142.
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Elementos como Al, B, Cl, Cu, I, Fe, N, P, K, Ca, Si e S podem ser absorvidos do
solo por estarem presentes naturalmente, pela adicdo por meio de fertilizantes, pela
atividade industrial e até mesmo sendo transportados pela agua da chuva. Alguns
elementos sé&o essenciais para o desenvolvimento das plantas (P, Mg, S), enquanto
gue outros podem ser téxicos (Cd, Cr, Hg), dependo da concentragédo.!

Os halogénios, podem estar naturalmente presentes nas plantas e permanecem
durante o processamento até o produto final. Desse modo, dependendo da
concentragdo ingerida, esses elementos podem desencadear uma série de
complica¢cBes ao organismo. O fluor, por exemplo, é responsavel pela conservacao
da saude bucal. Porém, em concentracdes elevadas, pode causar a fluorose 6ssea
(enfraquecimento dos 0ssos). Segundo estimativas da OMS, a ingestdo recomendada
de fluor deve ser entre 0,46 e 5,4 mg/dia dependendo do organismo (criangas ou
adultos).13:22.23

O cloro geralmente esta presente em concentracdes elevadas em diversos
tipos de produtos, principalmente em alimentos. O cloreto, associado ao sddio e ao
potassio, atua na regulacdo da pressdo osmaética, mantendo o balanco aquoso e
também participa do controle do pH sanguineo. Ainda, o cloro € um dos componentes
do suco gastrico, o qual contribui para a boa digestdo dos alimentos ingeridos.
Entretanto, o consumo excessivo de cloro pode levar a inumeras disfuncbes no
organismo, como acidose metabdlica, dor de cabeca e confusdo mental.?* Segundo a
OMS, a quantidade diaria recomendada é de 125 até 550 mg.2>26.23 Cabe destacar
também que, o uso de pesticidas organoclorados sédo alguns dos contaminantes mais
frequentes devido a sua persisténcia, principalmente, no solo e na agua. Além disso,

muitos destes compostos sdo considerados carcinogénicos.?’

1 Kalra, Y. P., Handbook of Reference Methods for Plant Analysis 1998, pp. 1-10.

13 Mello, P., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

22 Ekambaram, M., et al., Journal of Clinical Pediatric Dentistry 36 (2011) 111-122.

23World Health Organization, A guide for Programme Managers, 2007, pp 12.

24 Fechetia, M., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 71-72 (2012) 98-101.

25 Evans, R. B., Lung 183 (2005) 151-167.

26 Blaustein, M. P., et al., American journal of physiology. Heart and circulatory physiology 302 (2012) H1031-1049.
2T Wolff, M. S., et al., Environmental Research 84 (2000) 151-161.
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O iodo, por sua vez, € associado a sintese dos hormonios da tireoide (tiroxina
e triiodotionina). Esses hormoénios sdo essenciais para o controle do metabolismo
celular, crescimento, desenvolvimento da estrutura corpérea e funcles
neurolégicas.?®3° Em alguns casos, pessoas que possuem deficiéncia de iodo,
desenvolvem hipotireoidismo e o0 excesso de iodo no organismo pode causar
hipertireoidismo.3! Assim, de acordo com a OMS, a dose de iodo recomendada
diariamente é de 90 a 250 pg.%?

No caso do bromo, o mesmo n&o é considerado essencial para o organismo
humano. Entretanto, a combinacéo desse elemento com a hemoglobina presente no
sangue pode causar doencas hematolégicas. Além disso, sua presenca no organismo
pode provocar a diminuicdo da quantidade de iodo nas glandulas da tiredide e
mamarias, causando deficiéncia de iodo principalmente em criancas.333* Segundo
alguns estudos, o bromo pode estar presente naturalmente em plantas medicinaist3°
e o emprego de fumigagdo com CHsBr, usado como pesticida, pode aumentar a
concentracédo desse no solo e, consequentemente, nas plantas.343¢ Dessa forma, de
acordo com a Farmacopeia Americana, o limite maximo de bromo em plantas
medicinais foi fixado em 125 g g*.3’

Portanto, em virtude da toxicidade e essencialidade citadas em relacdo aos
halogénios, a determinacdo desses elementos em plantas medicinais torna-se

importante.

28 Hetzel, B. S, et al., 2 - lodine, W. Mertz (Ed.) Trace Elements in Human and Animal Nutrition, Academic Press,
San Diego, 1986, pp. 139-208.

2% Zimmermann, M. B., Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 22 (2008) 81-92.

30 Verheesen, R. H., et al., Medical Hypotheses 71 (2008) 645-648.

31 Chow, C. C., et al., Clinical endocrinology 34 (1991) 413-416

32 Hulea, V., et al., Journal Catalysis, 198 (2001) 179.

33 Picoloto, R. S., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.

34 Lag, M., et al., Chemical Research in Toxicology 4 (1991) 528-534.

11 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 79 (2009) 947-952.

35 Birhanu, W. T., et al., Application of Instrumental Neutron Activation Analysis (INAA) in the Analysis of Essential
Elements in Six Endemic Ethiopian Medicinal Plants, 2014, pp 213-227.

3 Yagi, K., et al., Science 267 (1995) 1979-1981.

4 Mano, S., et al., Science 263 (1994) 1255-1257.

36 Yassaa, N., et al., Environmental Chemistry 6 (2009) 311-318

87 U.S Farmacopeial Convention. http://www.usp.org/usp-nf/notices/general-chapter-articles-botanical-origin;
Acessado em: 03/06/2015.
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2.2 Métodos de preparo de amostras para plantas

Os métodos de preparo de amostras tém por objetivo a conversdo da amostra
em uma solugdo aquosa para posterior analise. A etapa de preparo de amostra, além
de ser dispendiosa, pode ser considerada a mais critica da marcha analitica, uma vez
gue, nessa etapa, costumam ocorrer muitos erros sistematicos.>3%3° Para a etapa de
preparo, deve-se levar em consideragédo a natureza da amostra e dos analitos e a
técnica analitica de determinacdo a ser utilizada. O método escolhido deve ser
simples, eficiente, seletivo e rapido, sempre que possivel.>13

Além da necessidade do uso de reagentes e solventes de alta pureza, de
capelas de fluxo laminar e de sistemas fechados, em um contexto mais especifico, o
preparo de amostra requer maior atencdo quando se visa a determinacdo de
halogénios, devido a maior facilidade de contaminacao, especialmente para Cl, e a
possibilidade de perdas pela formacgéo de compostos volateis.>1340

Para a determinacdo de fluor, cloro, bromo e iodo em medicamentos, as
Farmacopeia Brasileira e a Farmacopeia Internacional recomendam o método de
combustéo em frasco de Schoniger com posterior determinacédo através da volumetria
de precipitacdo.'®4! Entretanto, o referido método é moroso e é necessario o uso de
muitos reagentes. Desse modo, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos
de preparo de amostras que assegurem a recuperacdo completa dos halogénios
presentes em plantas e que sejam compativeis com as técnicas analiticas disponiveis
para a determinacdo. Na Tabela 2, estdo descritos alguns métodos de preparo de

amostras encontrados na literatura, aplicados a plantas e matrizes similares.

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

38 Arruda, M. A. Z., Trends in Sample Preparation, 2006, pp 304-310.

39 Arruda, M. A. Z., et al., Quimica Nova 20 (1997) 638-643.

13 Mello, P., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

40 Mesko, M. F., Dissertagdo de Mestrado, Programa de P6s Graduagdo em Quimica, Universidade Federal de
Santa Maria, 2008, pp. 8.

19 ANVISA, Farmacopeia Brasileira, 52 ed., 2010, pp. 13-195.

41 The International Pharmacopeia. Acessado em: 03/06/2015.



Tabela 2. Métodos de preparo de amostras para determinacédo de F, Cl, Bre I.

Amostra  Elemento Método de preparo Determinagdo LOD Referéncia

Algas Brel MAE: extracdo de 0,25 g em contato com 10 mL de 4gua e 10 mL de TMAH. ICP-MS <24,6 ng gt 11
Ap6s 0 emprego de radiagdo micro-ondas, os extratos foram centrifugados
durante 10 min a 3000 rpm. O residuo sélido foi lavado e novamente
centrifugado. O extrato foi aferido, filtrado para posterior determinacao.

Algas Brel MAE: extracdo de 0,2 g de amostra com 10 mL de TMAH 10%. Apés o ICP-MS <50 ng mL? 42
aquecimento com radiacéo micro-ondas as amostras foram diluidas, filtradas
e analisadas.

Algas Brel AE: 0,1 g de amostra com 1 mL de TMAH e 5 mL de agua. Os extratos foram ICP-MS <24,6ngg? 43

centrifugados durante 10 min & 3000 rpm. O residuo sdlido foi lavado e
novamente centrifugado. O extrato foi aferido, filtrado e posteriormente
determinado.

Alimentos Brel AE: extracdo de 0,5 g de amostra seca e moida, 1 mL de TMAH 25% e 1 mL ICP-MS <0,03pugg? 44
de H20. A mistura foi colocada em um bloco de aquecimento e a temperatura
entre 75 e 80 °C. Apds resfriamento, foram diluidas até 10 mL com agua. ’

Cogumelos Br MAWD: extrac@o empregando HNOs e H202. Apos a digestéo, o conteudo foi ICP-MS 10 ug L? 2
centrifugado a 4000 rpm durante 5 minutos e posteriormente feita a
determinacéo. Fuséo alcalina: 0,1 a 0,2 g de amostra seca foi misturada com
0,3 a 0,6 g de Na2COs. A solucéo foi recolhida em um bal&do de 100 mL onde
foi acidificada e posteriormente feita a determinacao.

11 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 79 (2009) 947-952.

42 Chen, J. H., et al., Electrophoresis 28 (2007) 4227-4232.

43 Romaris—Hortas, V., et al., Food Chemistry 124 (2011) 1747-1752.

44 Rose, M., et al., Journal of environmental monitoring : JEM 3 (2001) 361-365.
2 Di Narda, F., et al., Analytica Chimica Acta 436 (2001) 245-252.



Tabela 2. Métodos de preparo de amostras para determinacao de F, Cl, Br e | (continuag&o).

Amostra Elemento Método de preparo Determinacéo LOD (ug g9 Referéncia
Plantas F MAWD: decomposicéo de 0,5 g de amostra com 7 mL de HNOs. Programa CS-MAS 0,16 mg L? 45
de aquecimento do forno de micro-ondas: 40 min e 30 min de resfriamento.
AE: extracdo de 0,5 g de amostra com 1,5 ml de TMAH 25%. Programa de
aquecimento do forno de micro-ondas: 75 °C por 40 min e 60 min de
resfriamento
Plantas Metais, Cl, Analise direta feita com 25-35 mg de amostra embalada em bolsas de NAA *NI 35,46-49
Br polietileno.
Plantas Cl,Brel AE: extragcdo de 0,1 g de amostra seca durante 12 h com uma solucdo de ICP-MS <1l5mglL? 50
TMAH a 60 °C. O extrato foi centrifugado e analisado.
Tabaco CleBr MIC: Pellets de 100, 250 e 500 mg (foram utilizados 6 mL de solucéo ICP-OES <12 ug gl 20

absorvedora de (NH4)2CO3 e agua). MAE: extracdo de 500 mg de amostra
foram adicionadas a 6 mL de agua. O mesmo procedimento foi feito usando
100 mmol Lt (NH4)2COzs. Apés o arrefecimento, as solugdes resultantes do
processo de extracdo foram diluidas com agua até 20 mL e, em seguida,
centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min, antes da determinacao.

CS-MAS: espectrometria de absor¢do molecular com vaporizagdo eletrotérmica; EA: extracdo alcalina; ICP-MS: espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado; ICP-OES: espectrometria de emissao éptica com plasma indutivamente acoplado; MAE: extragcdo alcalina assistida por micro-ondas;
MAWD: digestdo por via Umida assistida por micro-ondas; MIC: combustéo iniciada por micro-ondas; NAA: andlise por ativacdo neutronica; *NI: valor ndo

informado.

45 Mores, S., et al., Talanta 85 (2011) 2681-2685.
35 Birhanu, W. T., et al., Application of Instrumental Neutron Activation Analysis (INAA) in the Analysis of Essential Elements in Six Endemic Ethiopian Medicinal Plants, 2014,

pp 213-227.

46 Abugassa, |., et al., Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 278 (2008) 559-563.

47 Moreira, H. S., et al., Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 290 (2011) 615-621.
48 Mosulishvili, L. M., et al., Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 30 (2002) 87-97.
49 Wasim, M., et al., Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 292 (2012) 653-659.

50 Tagami, K., et al., Analytica Chimica Acta 570 (2006) 88-92.

20 Miller, A. L. H., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 22 (2011) 1649-1655.
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2.2.1 Decomposicao por via umida

A decomposicdo utilizando &cidos minerais € comumente empregada no
preparo de amostras para a determinacdo elementar, onde a matéria organica é
oxidada e os analitos permanecem em solucdo.”> O acido mais utilizado é o acido
nitrico. No entanto, outros acidos também podem ser utilizados, tais como HCIO4 e
H2S0O4. Além disso, misturas de acido nitrico com &cido fluoridrico também podem ser
utilizadas para amostras com alto teor de silica.>? Essas decomposi¢des podem ser
feitas utilizando-se sistemas abertos ou fechados, e podem envolver aguecimento
convencional ou por micro-ondas.®

Embora os sistemas abertos proporcionem boa frequéncia analitica, custos
relativamente menores e decomposicbes de maiores massas, estes sdo mais
susceptiveis a contaminacdo e perdas de analitos volateis, principalmente para a
posterior determinacdo de halogénios.®> Assim, para minimizar as desvantagens do
uso de sistemas abertos, a decomposicdo da amostra pode ser feita em sistemas
fechados.® Dessa forma, o tempo de decomposicéo e os volumes de &cido utilizados
podem ser reduzidos, o que leva a menor contaminacdo e possiveis perdas por
volatilizacdo.®> Embora a decomposicdo em sistema fechado possa ser realizada com
aquecimento convencional, o uso da radiacdo micro-ondas é crescente.652-54

Entretanto, para a determinacdo de halogénios, alguns problemas podem ser
observados quando é feita a decomposicdo por via umida com uso de solucdes
acidas. Nesse sentido, perdas de analitos podem ocorrer devido a formacédo de

compostos volateis, mesmo quando se utilizam sistemas fechados.>"13

2.2.2 Métodos de combustao

As reacdes de combustao se baseiam na acédo do oxigénio como oxidante da

matéria organica, normalmente empregando elevadas temperaturas. Apos a

7 Knapp, G., et al., Fresenius' Journal of Analytical Chemistry 362 (1998) 508-513.

51 Bizzi, C. A., et al., Analytical Methods 2 (2010) 734-738.

52 Flores, E. M. M., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 62 (2007) 1051-1064.

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

6 Flores, E. M. M., Microwave-Assisted Sample Preparation for Trace Element Determination, Elsevier, 2014, 77-
142.

53 Mello, P. A., et al., Analytica Chimica Acta 746 (2012) 15-36.

54 Neas, E. D., et al., Introduction to Microwave Sample Preparation - Theory and Practice, 1988, pp. 7-32.

13 Mello, P., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
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combustéo, CO2 e H20 séo obtidos como produtos principais da reagéo e os analitos
devem ser absorvidos em uma solucdo apropriada.*%525 A combustdo em sistemas
abertos envolve, geralmente, a oxidacdo da matéria organica com o auxilio do
oxigénio disponivel no ar atmosférico. O método mais utilizado é a decomposicao por
via seca utilizando forno do tipo mufla, mas os métodos de combustéo de Wickbold e
sistema dinamico (Trace-O-Mat), também podem ser empregados.” Dentre esses
métodos, em sistema fechado, destacam-se a bomba de combust&o,*® o frasco de
Schoniger,®®” e a combustéo iniciada por micro-ondas (MIC).193358 Em funcéo das
vantagens associadas aos sistemas fechados, principalmente para a determinacéo

de halogénios, sera dada maior énfase a esses trés ultimos métodos nesta revisao.

2.2.3 Métodos de combustdo em sistemas abertos

Os métodos de preparo de amostras envolvendo sistemas abertos
compreendem, principalmente, a combustdo por via seca e o sistema de Wickbold.
Estes métodos serdo discutidos brevemente a seguir.

2.2.3.1 Combustéao por via seca

O método de combustao por via seca baseia-se no aquecimento da amostra
em fornos do tipo mufla. Neste procedimento, a amostra é adicionada em um cadinho,
geralmente de porcelana, e aquecida em temperaturas na ordem de 450 a 500 °C.
Dessa maneira, a fracdo organica da amostra € decomposta com o auxilio de Oz
atmosférico, resultando em um residuo inorganico ndo volatil e, geralmente, solavel
em &cido diluido.®® O residuo oriundo da queima pode ser constituido de 6xidos de
metais, além de fosfatos, silicatos, sulfatos ndo volateis, entre outros componentes.

Entretanto, a combustdo por via seca em forno do tipo mufla, além de ser um sistema

40 Mesko, M. F., Determinacdo de halogénios em carvéo, coque petroquimico e alimentos ap6s combust&o iniciada
por micro-ondas, Programa de Pds Graduagdo em Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, 2008, pp. 8.

52 Flores, E. M. M., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 62 (2007) 1051-1064.

55 Sneddon, J., et al., Applied Spectroscopy Reviews 41 (2006) 1-14.

7 Knapp, G., et al., Fresenius' Journal of Analytical Chemistry 362 (1998) 508-513.

56 Souza, G. B., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 57 (2002) 2195-2201.

9 Steyermark, A., et al., Microchemical Journal 3 (1959) 523-527.

57 Jain, A, et al., Talanta 37 (1990) 595-598.

10 pereira, J. S. F., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 25 (2010) 1268-1274.

33 Picoloto, R. S., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.

58 pereira, J. S. F., et al., Microchemical Journal 96 (2010) 4-11.

59 QOliveira, A. P., et al., Fuel 88 (2009) 764-766.
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susceptivel a contaminacéo, apresenta como desvantagem a possivel perda dos
analitos por volatilizacdo. Dessa maneira, esse método de preparo pode nao ser o
mais indicado para a determinacdo de halogénios em baixa concentracdo. Para
contornar essas limitagdes, outros métodos de preparo de amostras sao relatados na
literatura, como o sistema de Wickbold com chama hidrogénio-oxigénio.®

Em trabalho desenvolvido por Moxon et al.?°, os autores desenvolveram um
método simples de preparo de amostra para a determinacao de iodo em amostras de
alimentos por colorimetria. Neste procedimento, aproximadamente 1 g de mostra (nao
excedendo a 1 ug de iodo), é pesada em um cadinho. Apds, é adicionado 1 mL de
carbonato de potassio 30% m/v e 1 mL de solucédo de sulfato de zinco. O cadinho
elevado até uma mufla e seco a 95 °C durante 12 h e, apos, é calcinado a 550 °C por
1 h. O cadinho é retirado do forno e adicionado 1 mL de solucdo de sulfato de zinco.
Repete-se o procedimento da calcinacdo. Posteriormente, a cinza, branca ou cinza, é
recolhida em um frasco com 50 mL de agua destilada. O frasco € centrifugado e o

sobrenadante é recolhido para analise.®°

2.2.4 Métodos de combustdo em sistemas fechados

Os métodos de preparo de amostras envolvendo sistemas fechados
compreendem, principalmente, a bomba de combustéo e o frasco de Schoniger. Além
disso, mais recentemente, a MIC vem sendo utilizada com sucesso para amostras de
dificil decomposicdo e posterior determinacdo de metais, ndo metais e

halogénios.®56.57.61
2.2.4.1 Bomba de combustéo
Sistemas envolvendo a bomba de combustdo consistem no posicionamento da

amostra em forma de um comprimido, em um recipiente de a¢o. A amostra fica em

contato com dois eletrodos de platina para a subsequente etapa de ignicdo. Ao

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

60 Moxon, R. E. D., et al., Analyst 105 (1980) 344-352.

9 Steyermark, A., et al., Microchemical Journal 3 (1959) 523-527.

56 Souza, G. B., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 57 (2002) 2195-2201.

57 Jain, A, et al., Talanta 37 (1990) 595-598.

61 Barbosa, J., et al., Food Anal. Methods 6 (2013) 1065-1070.
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recipiente, geralmente com volume total de 300 mL, sdo adicionados de 5 a 10 mL de
uma solucdo adequada para absorcdo dos analitos. Posteriormente, o recipiente é
fechado e pressurizado com O2 (20 a 30 atm). A ignicao é feita por contato elétrico
entre os dois eletrodos e a amostra é completamente queimada em poucos minutos.®

Apoés a decomposicao, a bomba de combustdo € submersa, geralmente, em
banho de gelo para acelerar o resfriamento. Apds, o sistema € aberto e a solucéo
obtida é recolhida e, posteriormente, analisada.®> Em alguns casos, pode ser utilizado
um reagente auxiliar para aumentar a eficiéncia de decomposi¢cdo da amostra.
Substancias como alcoois, alcanos, 6leos e parafina, geralmente sédo utilizadas com
esta finalidade.®62

No entanto, problemas de contaminac¢des oriundas, principalmente, de partes
metélicas constituintes da bomba de combustdo podem ocorrer. Além disso, esse
sistema apresenta baixa frequéncia analitica, onde apenas uma amostra pode ser
decomposta por ciclo.®?

A bomba de combustdo pode ser utilizada como método de preparo de amostra
para uma ampla variedade de matrizes, como amostras biologicas, compostos
organicos e amostras botanicas. Especialmente para a determinacdo de halogénios,
alguns trabalhos da literatura relatam a necessidade de uma espera de 10 a 30 min,
para o alivio da pressao interna da bomba. Esse procedimento minimiza a perda dos

analitos por volatilizagdo.856.62.64.65

2.2.4.2 Combustéo com frasco de Schéniger

O método de combustdo utilizando o frasco de oxigénio foi proposto
originalmente em 1892, para macroanalise, por Hempel.®® Entretanto, foi em 1955 que
Schoniger promoveu algumas adaptacdes no método, para decomposicdo em micro

escala de amostras organicas e bioldgicas.®” O frasco de Schoniger pode ser utilizado

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

8 Cortés-Pefia, M. A., et al., Waste Management & Research 20 (2002) 302-307.

62 Fung, Y. S., et al., Analytica Chimica Acta 334 (1996) 51-56.

63 Fabbri, D., et al., Chromatographia 53 (2000) 119-121.

56 Souza, G. B., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 57 (2002) 2195-2201

64 Gustafsson, L., et al., Analytica Chimica Acta 212 (1988) 133-143.

65 Watanabe, N., et al., J Mater Cycles Waste Manag 5 (2003) 0069-0076.

66 Hempel, W., Angewandte Chemie 5 (1892) 389-393.

67 Schoniger, W., Mikrochim Acta 43 (1955) 123-129.
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para a decomposicdo de amostras botanicas, biolégicas e carvado, possuindo uma
ampla aplicabilidade para a determinacéo de halogénios.%57:64.68

Neste método, geralmente, a amostra € envolvida no papel com baixo teor de
cinzas. A amostra fica suspensa por um suporte de platina preso a tampa de um frasco
fechado. ApoOs o posicionamento da amostra no suporte, € feita a adicdo da solucao
absorvedora no interior do frasco e este € preenchido com oxigénio. Geralmente, 0
frasco utilizado € de formato conico (semelhante a um erlenmeyer), com paredes
resistentes e com tampa de vidro esmerilhado. O processo de ignigdo da amostra
pode ser feito manualmente, por corrente elétrica ou radiacéo infravermelha. Apos o
término da combustdo, o frasco pode ser agitado manualmente, promovendo a
absorcédo dos analitos na solucdo absorvedora. Posteriormente, a solucdo é recolhida
para a posterior determinacéo.®

A principal desvantagem desse método € relacionada a massa de amostra
(geralmente 100 mg), podendo impossibilitar a determinacdo de alguns analitos
presentes em baixas concentracfes. Além do mais, pode ocorrer contaminagao pelas
partes metélicas do sistema, assim como pelo papel utilizado na etapa de ignicdo da
amostra. Outro aspecto relevante, trata da baixa frequéncia analitica do método, que
permite o0 manuseio de apenas uma amostra por vez. Entretanto, o método apresenta
aparelhagem simples, é de baixo custo e promove a completa oxidacdo da matéria
organica.®

O método de decomposicao de Schoniger foi descrito por alguns autores para
a decomposicdo de amostras botanicas, bioldgicas, carvdo, entre outras.54686° Em
trabalho desenvolvido por Geng et al.,?® este método foi aplicado para amostras de
carvao para posterior determinacédo de flior. Para isto, agua foi utilizada como solucéo
absorvedora e a determinacéo foi feita por ISE. A exatiddo do método foi avaliada a
partir da comparacao pelo método da piroidrolise e o uso de CRMs de carvao (NIST
1635, NIST 1632, BCR 040, BCR 460, GBW 11121, 11122, 11123). Os valores obtidos
pela comparagdo com o uso da piroidrolise apresentaram concordancia entre 95 e

105% e os CRMs apresentaram recuperacgées proximas a 99%.%8

9 Steyermark, A., et al., Microchemical Journal 3 (1959) 523-527.

57 Jain, A, et al., Talanta 37 (1990) 595-598.

64 Gustafsson, L., et al., Analytica Chimica Acta 212 (1988) 133-143.

68 Geng, W., et al., Fuel 86 (2007) 715-721.

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

69 Ma, T. S., et al., Analytical Chemistry 29 (1957) 140-142.
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2.2.4.3 Combustéao Iniciada por micro-ondas

Desenvolvido por Flores et al.”® em 2004, o método de MIC pode ser
considerado como uma tendéncia na area de preparo de amostras, sendo
amplamente utilizado para amostras organicas e de dificil decomposicédo.6:13:40,52,70-72
O primeiro trabalho usando este método foi desenvolvido por Barin,’ para a
determinacdo de metais e ndo-metais em produtos farmacéuticos, no qual a
decomposicdo das amostras foi feita em um forno de micro-ondas doméstico com o
uso de oxigénio liquido. Apds, o sistema foi adaptado para um forno micro-ondas
comercial, empregado para decomposicdo por MAWD.4° Nesse sistema, um suporte
de quartzo, contendo a amostra, é posicionado dentro do frasco de decomposicao,
também de quartzo. A amostra € prensada, geralmente, na forma de um comprimido
e colocada sobre um papel filtro umedecido com uma solucdo de nitrato de aménio,
utilizado como iniciador de combustdo. A seguir, o frasco é fechado e pressurizado
com oxigénio.

O frasco contendo a amostra é submetido a radiagdo micro-ondas que inicia a
ignicdo da amostra. Apdés, uma etapa de refluxo € utilizada e os analitos séo
absorvidos na solugdo para a posterior determinacéo.>4%7° O frasco utilizado para a

MIC pode ser observado na Figura 1.

0 Flores, E. M. M., et al., Analytical Chemistry 76 (2004) 3525-3529.

6 Flores, E. M. M., Microwave-Assisted Sample Preparation for Trace Element Determination, Elsevier, 2014, 77-
142.

13 Mello, P., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

40 Mesko, M. F., Determinacéo de halogénios em carvao, coque petroquimico e alimentos ap6s combust&o iniciada
por micro-ondas, Programa de Pés Graduacéo em Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, 2008, pp. 8.

52 Flores, E. M. M., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 62 (2007) 1051-1064.

“1Barin, J. S., Determinacéo de metais e ndo metais em produtos farmacéuticos apés decomposicdo em sistema
fechado por combustéo iniciada por micro-ondas. Tese de doutorado, Programa de Pos-Graduagédo em Ciéncia
e Tecnologia Farmacéutica 2003.

72 Moraes, D. P., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 62 (2007) 1065-1071.

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.
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Véalvula que regula a entrada e

< saida dos gases

Suporte de quartzo

Solugao absorvedora

Figura 1. Frasco utilizado para a decomposi¢éo de amostras por MIC.

A combust&o iniciada por micro-ondas combina as vantagens da decomposicéo
por via Umida com aquecimento por micro-ondas com as vantagens da combustdo em
sistemas fechados (bomba de combustao e frasco de Schoéniger). Dessa forma, a MIC
€ adequada para a posterior determinacao de baixas concentracfes de analitos, maior
eficiéncia de digestdo, obtencdo de solugcbes compativeis com os métodos de
determinacao, elevada frequéncia analitica (até 8 digestbes simultaneas), uso de
solucdes diluidas e baixos teores de carbono residual (RCC). Essas caracteristicas,
tornam este método uma importante ferramenta para o preparo de amostras de

plantas visando a posterior determinagdo de halogénios.520:70.73

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

20 Miller, A. L. H., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 22 (2011) 1649-1655.

0 Flores, E. M. M., et al., Analytical Chemistry 76 (2004) 3525-3529.

73 Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.
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2.2.5 Extracdo em meio alcalino

Diversos procedimentos de extracdo tém sido desenvolvidos utilizando
solucdes alcalinas,’ agua,?®’® solventes organicos’® e até mesmo solugées acidas.”’
Porém, uma selecéo cuidadosa do solvente extrator torna-se importante, uma vez que
é preciso reter o analito em solucgdo.>® Dessa forma, 0s extratores mais comuns para
posterior determinacdo de halogénios sédo solugbes de aménia, hidréxido de
tetrametilamoénio (TMAH), hidroxido de sddio e solugado de amina terciaria solivel em
agua.lt13

Os métodos de extracdo possibilitam o uso de solventes diluidos, a utilizacao
de quantidades elevadas de massa de amostra e o uso de temperaturas menores.35°
No entanto, estes métodos ndo eliminam a matriz o que, dependendo da técnica
analitica empregada, pode gerar interferéncias na etapa de determinacao devido aos
maiores teores de carbono presente na solucao.

Em trabalho desenvolvido por Romaris-Hortas et al.,*® foi proposto o uso da
extracdo em meio alcalino com aquecimento por radiagdo micro-ondas para a
posterior determinacdo de bromo e iodo por ICP-MS em amostras de algas
comestiveis. Neste trabalho, foram avaliados parametros como temperatura, volume
de TMAH, tempo de aquecimento e tempo de aquecimento por micro-ondas. De
acordo com os autores, a maior eficiéncia de extracéo foi observada com uso de 200
°C, 10 mL de solucdo de TMAH e aquecimento de 10 e 5 min, respectivamente. Para
a avaliacdo da exatidao, foi utilizado um CRM de matriz biolégica (NIES-09) e os
valores obtidos foram concordantes com os resultados certificados (teste t de Student
com nivel de confianca de 95%) para ambos os elementos estudados. Além do mais,
foi observado que o método da extracdo alcalina pode ser aplicado para varios tipos
de amostras como de algas secas, comestiveis e enlatadas para posterior

determinacao de Br e | por ICP-MS.

74 Mesko, M., et al., Anal Bioanal Chem 398 (2010) 1125-1131.

20 Miller, A. L. H., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 22 (2011) 1649-1655.
5 Cataldi, T. I., et al., Anal Bioanal Chem 382 (2005) 134-141.

76 Haldimann, M., et al., Analyst 125 (2000) 1977-1982.

" Wheal, M. S., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 25 (2010) 1946-1952.
53 Mello, P. A., et al., Analytica Chimica Acta 746 (2012) 15-36.

11 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 79 (2009) 947-952.

13 Mello, P., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

50 Tagami, K., et al., Analytica Chimica Acta 570 (2006) 88-92.

43 Romaris—Hortas, V., et al., Food Chemistry 124 (2011) 1747-1752.
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2.2.6 Piroidroélise

A piroidrélise € um método de preparo de amostras geralmente empregado
para matrizes inorganicas para a posterior determinagdo de halogénios, boro e
enxofre.>’8 Além disso, pode ser utilizada para o preparo de amostras de combustiveis
fosseis, nanotubos de carbono e coque de petréleo.'? 7880 A instrumentacéo utilizada
na piroidrolise é relativamente simples e pode ser facilmente construida em
laborat6rio.882

Esse método baseia-se na hidrdlise dos analitos em altas temperaturas (em
torno de 1000 °C), na qual os elementos sdo volatilizados e, posteriormente,
convertidos em seus respectivos 4cidos inorganicos, na presenca de vapor de agua.
Os produtos formados sdo carreados por um gas até um condensador, sendo
posteriormente absorvidos por uma solucdo adequada. O gés carreador utilizado pode
ser ar comprimido, argbnio e/ou oxigénio. Como solucdo absorvedora, podem ser
utilizadas agua ou solucdes diluidas de carbonato ou hidroxido de amodnio.>83 Na
Figura 2 pode ser observado um esquema de um sistema de piroidrolise.

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

8 Antes, F. G., et al., Microchemical Journal 101 (2012) 54-58.

12 Antes, F. G., et al., Atomic Spectroscopy 29 (2008) 157-164.

7 Dressler, V. L., et al., Analytica Chimica Acta 466 (2002) 117-123.

80 peng, B., et al., Fuel 94 (2012) 629-631.

81 Antes, F. G., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 23 (2012) 1193-1198.

82 Taflik, T., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 23 (2012) 488-495.

83 Antes, F. G., et al., Quimica Nova 33 (2010) 1130-1134.
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Suporte para a amostra

Tubo de Quartzo

Ar, O,ou N
ar comprimido

€ Condensador

H,0 —>

-€—— Solucéo Absorvedora

|

Bomba Peristaltica

Figura 2. Sistema de piroidrélise (Adaptado de Antes, 2012 78).

Embora sejam utilizadas temperaturas na faixa de 700 e 1400 °C, muitas vezes
temperaturas em torno de 1000 °C sdo suficientes para a maioria das amostras.®
Entretanto, a volatiliza¢do quantitativa do analito pode ser melhorada com a utilizacéo
de aceleradores de reag&o. O acelerador atua como um fundente, permitindo que, em
temperaturas mais brandas, ocorra a liberagdo quantitativa dos analitos. Diversos
compostos podem atuar como aceleradores de reacdo, dentre eles podem ser
destacados SiO2, WOs, Al2Os, Cr203 e, principalmente, V20s. Entretanto, cabe
salientar que o uso do acelerador depende do tipo de matriz a ser decomposta e do
tipo de analito a ser determinado.>8

Geralmente, a piroidrolise é utilizada para matrizes de dificil decomposicao. Em
trabalho desenvolvido por Antes et al.,”® a piroidrélise foi proposta para decomposicdo
de nanotubos de carbono e posterior determinacdo de Br e | por ICP-MS. Neste
trabalho foram investigadas varias condi¢cdes operacionais, tais como gas de
transporte, solucdo absorvedora (NHsOH 100 mmol L), tempo de aguecimento do
reator (12,5 min), massa de amostra (500 mg) e o uso do auxiliar V20s. A exatiddo do

método foi avaliada através do uso de CRM de matriz similar & amostra de

8 Antes, F. G., et al., Microchemical Journal 101 (2012) 54-58.

5 Krug, F. J., Métodos de preparo de amostra: fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas
para andlise elementar, 2010, pp. 184-247.

83 Antes, F. G., et al., Quimica Nova 33 (2010) 1130-1134.
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decomposicédo (NIST 1632c, carvdo) e comparacao apos decomposicao das amostras
por MIC. A concordancia obtida com o uso do CRM foi superior a 97% para Br. Em
relacdo ao método de MIC, a concordancia foi superior a 96% para Br e I. O LOD
obtido para Br e | determinado por ICP-MS foi de 0,05 e 0,004 ug g4,
respectivamente.’”® Em outro trabalho, também desenvolvido por Antes et al.,’? a
piroidrolise foi proposta para amostras de coque de petroleo e posterior determinacao
de CI por ICP-MS. ApGs otimizacdo dos parametros operacionais, tais como solucao
absorvedora (NH4OH 50 mmol L?), tempo de aquecimento do reator (10 min),
temperatura (750 °C) e o uso do auxiliar V20s. A exatiddo do método foi avaliada
através do uso de CRM de matriz similar a amostra de decomposi¢cdo (BCR 181,
coque de carvao) e a concordancia obtida foi superior a 95%. O LOD obtido para Cl

foi de 3,9 ug g*.

2.3 Técnicas analiticas utilizadas para determinacéo de halogénios

Os halogénios podem ser determinados pelos métodos classicos de analise,
como a volumetria de precipitacdo, e por métodos instrumentais, como a analise por
ativacdo neutronica (NAA),*68 fluorescéncia de raios X (XRF),'® potenciometria
usando eletrodo ion-seletivo (ISE),?® espectrometria de emissédo éptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES),?%8 espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS),1187 e cromatografia de ions (IC)®. A seguir, serdo

descritas as principais técnicas para a determinacdo de halogénios.

2.3.1 Titulometria

As técnicas classicas para a determinacdo de halogénios envolvendo a

titulagdo permitem boa precisdo e exatiddo para amostras contendo os analitos em

8 Antes, F. G., et al., Microchemical Journal 101 (2012) 54-58.

12 Antes, F. G., et al., Atomic Spectroscopy 29 (2008) 157-164.

46 Abugassa, |., et al., Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 278 (2008) 559-563.
84 Chen, C. Y., Food Chemistry 84 (2004) 545-549.

18 Desideri, D., et al., Microchemical Journal 98 (2011) 186-189.

85 Chen, C. Y., Food Chemistry 84 (2004) 545-549.

20 Miller, A. L. H., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 22 (2011) 1649-1655.
86 Qliveira, A. A., et al., Quimica Nova 35 (2012) 1299-1305.

11 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 79 (2009) 947-952.

87 A. Fecher, P., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 13 (1998) 977-982.

88 |tota, T., et al., Journal of Dentistry 32 (2004) 117-122.
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concentracfes elevadas. Entretanto, estas técnicas possuem alguns inconvenientes,
como por exemplo, a dificuldade de deteccdo do ponto final da titulacdo com o uso de
indicadores, o tempo de execucao elevado, a baixa sensibilidade e o elevado
consumo de reagentes, gerando grande quantidade de residuos. Com excecao do
flaor, diferentes métodos de titulagdo com nitrato de prata para a determinacao de Cl,
Br e | podem ser utilizados, como o método de Mohr, Volhard e Fajans.8%%°

O método de Mohr € o mais utilizado para a determinacéo de cloreto e brometo
e esta baseado na reagdo dos haletos com ions prata. Ap6s o consumo do analito, o
excesso de prata reage com o indicador adicionado (cromato de potassio), indicando
o final da titulacdo pela formacédo do precipitado (AgCrOa4) de cor avermelhada. Este
método é susceptivel a erros devido ao pH da solugéo, o qual deve estar entre 6,5 e
9,0, uma vez que, em solucdes acidas, pode ocorrer a conversdo do dicromato a
cromato, dando a solugdo uma coloracdo mais alaranjada, subestimando a
concentracdo real do analito. J& em meio alcalino pode ocorrer a precipitacdo do
hidréxido de prata. Sendo assim, ocorre a necessidade de um controle do pH para a
obtencdo de um resultado exato.8%%°

A titulacdo empregando o método de Volhard baseia-se na adicdo de um
excesso de solugdo padrédo de AgNOs a solugédo da amostra. Posteriormente, a prata
residual (que ndo reagiu com o analito) € titulada com uma solucdo de tiocianato. O
ponto final da titulacéo € detectado pela formacdo de um composto avermelhado pela
reacao do tiocianato com o Fe (lll) utilizado como indicador. Este método pode ser
aplicado para a determinacéo de cloreto, brometo e iodeto em solugdes.8%°

No método de Fajans, o ponto de equivaléncia é indicado através da reacao
entre AgNO:s (tilulante) e o haleto, presente na amostra, levando a formacédo de um
precipitado de AgCI. Posteriormente, o pequeno excesso do titulante adicionado ao
sistema reacional acarretara na reacdo do cation Ag* com o anion do indicador de
adsorcdo que é atraido eletrostaticamente para a superficie do precipitado formado.
Como consequéncia, o precipitado mudara de cor indicando o ponto final da titulagéo.
Neste método, o indicador comumente utilizado para a determinagéo de cloreto é a
fluoresceina. Na determinacgéo de brometo e iodeto os indicadores mais utilizados séo

a eosina, diclorotetraiodofluoresceina ou dimetiliodofluoresceina.8%-%

89 Vogel, A. I., Andlise Quimica Quantitativa, LTC, 2002, pp. 462.
9 Harris, D. C., Andlise Quimica Quantitativa LTC, 2012, pp. 886.
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Apesar de serem métodos classicos para a determinacdo de halogénios,
poucos sao os trabalhos encontrados na literatura utilizando o método de Mohr,
Volhard e Fajans para a determinacdo de halogénios em amostras de plantas
medicinais. Em trabalhos desenvolvidos por Gilliam,*! e Adriano et al.,®? cloro foi
extraido de amostras de plantas com acido e posteriormente determinado por

titulacao.

2.3.2 Potenciometria

Os eletrodos ion seletivos sdo sensores eletroquimicos que possibilitam a
determinacdo potenciométrica da atividade de uma espécie idnica. A potenciometria
é bastante utilizada para determinacdo de F,®'88 oferecendo limites de deteccéo
satisfatérios, visto que as técnicas multielementares mais usadas atualmente (ICP-
OES e ICP-MS), ndo sdo usualmente utilizadas para a determinacéo deste analito.*°
Além disso, a potenciometria também pode ser utilizada para determinacgéo de ClI, Br
el

Em amostras decompostas em um sistema de piroidrolise e por MIC, Antes et
al.,® utilizaram o ISE para determinar flior em amostras de combustiveis fésseis. Em
outro trabalho, também desenvolvido por Antes et al.,®! os autores utilizaram o ISE
para determinar flior em amostras de nanotubos de carbono apds decomposicdo por
piroidrélise.8t Os autores comentaram que o fllor, sendo absorvido em &gua e
solucdes alcalinas, pode ser analisado diretamente por ISE. Em trabalho desenvolvido
por Pereira et al.,? foi utilizada a MIC para a decomposi¢do de amostras de nanotubos
de carbono para a posterior determinacdo de CI, Br e | por ICP-MS e F por IC.
Entretanto, para comparacdo dos resultados obtidos, flior também foi determinado
por ISE e os valores obtidos apresentaram concordancia superior a 95% entre IC e
ISE.

91 Gilliam, J. W., Soil Science Society of America Proceedings 35 (1971) 512-518.

92 Adriano, D. C., et al., Agronomy Journal 65 (1973) 133-134.

81 Antes, F. G., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 23 (2012) 1193-1198.

88 |tota, T., et al., Journal of Dentistry 32 (2004) 117-122.

40 Mesko, M. F., Tese de Doutorado, Programa de Pos-Graduagdo em Quimica, Universidade Federal de Santa
Maria, 2008, pp. 8.

83 Antes, F. G., et al., Quimica Nova 33 (2010) 1130-1134.

10 pereira, J. S. F., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 25 (2010) 1268-1274.
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2.3.3 Espectrometria de emisséo optica com plasma indutivamente acoplado

e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

As técnicas de ICP-OES e ICP-MS sdo amplamente utilizadas para a
determinacdo de metais,®® ndo metais®® e em menor escala, de halogénios®®’3
presentes em baixas concentracbes em uma variedade de matrizes devido a
capacidade multielementar, ampla faixa linear e baixos limites de deteccéao.

Os halogénios possuem elevada energia de ionizag¢ao (17,14, 13,01, 11,84 e
10,45 eV para F, Cl, Br e |, respectivamente) e, consequentemente, taxa de ionizacao
inferior, em plasma de Ar (16 eV), em comparacao com outros elementos. No caso do
fldor, a determinacdo somente € possivel com o uso de espectrdmetros de alta
resolucéo.®

A técnica de ICP-OES nao tem sido tdo frequentemente aplicada para a
determinacdo de halogénios, principalmente devido as linhas de emissdo mais
sensiveis destes elementos estarem situadas em comprimentos de onda abaixo de
190 nm (regido do UV), sendo passiveis de interferéncias.®* Nestas condi¢des, a luz
€ absorvida por componentes do ar, tais como oxigénio e vapor de agua que absorvem
radiacdo em comprimentos de onda na regido UV. Contudo, o desenvolvimento de
sistemas evacuados e purgados permitem o0 uso dessa técnica para a determinacao
de halogénios de forma adequada. O sistema 6ptico dos espectrémetros é preenchido
com um gas inerte, como o argbnio ou nitrogénio, em uma pressao pouco acima da
pressdo atmosférica. Dessa maneira, 0 gas passa continuamente no sistema
evacuado, removendo oxigénio, vapor de agua e outros componentes que poderiam
absorver a radiacao eletromagnética na regido ultravioleta. Assim, Cl, Br e |, podem
ser determinados nestas condicdes.86:95-97

No caso de ICP-MS, durante a determinacdo de Cl, Br e | podem ocorrer
diversas interferéncias vinculadas ao gas do plasma, a presenca de acidos, tampdes

e sais e também pela entrada de gases atmosféricos no plasma, como O2 e N2. Assim,

93 Mesko, M. F., et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.

58 Pereira, J. S. F., et al., Microchemical Journal 96 (2010) 4-11.

50 Tagami, K., et al., Analytica Chimica Acta 570 (2006) 88-92.

73 Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.

9 Bu, X., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 18 (2003) 1443-1451.

86 QOliveira, A. A., et al., Quimica Nova 35 (2012) 1299-1305.

9 Krengel-Rothensee, K., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 14 (1999) 699-702.

9% Naozuka, J., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 18 (2003) 917-921.

97 Hou, X., et al., Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry, Encyclopedia of Analytical Chemistry,
John Wiley & Sons, Ltd, 2006.
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geralmente € preciso considerar as possiveis interferéncias dos isétopos selecionados
com a matriz e com os reagentes utilizados para o preparo da amostra. As principais
interferéncias poliatbmicas relatadas na literatura para os isétopos do F, Cl, Br e | s&o:
19|:+ (38AI’2+, 1H180+, 1H21601H+), 35C|+ (1801601H+, 3481H, 23Na12C+, 298i160+), 37C|+
(LH36Ar*), 7Br* (“OAr38ArLH*, 63Cu60*, 78SelH*) e 81Br+ (40Ar40Ar 1H*) e 127|* (111Cd160,
15|n12C, 126TelH*).50.94 Atualmente, para a determinacdo de Cl, existem algumas
ferramentas para corrigir e minimizar estas interferéncias, como as celas de colisao
(CC) e dereacdo (DRC). Essas tecnologias utilizam-se de um gés, inerte ou ndo, que
€ adicionado entre a interface e o separador de massa. As espécies interferentes
reagem ou colidem com o gas e através de um campo de radiofrequéncia, sao
eliminados, antes de entrarem no separador de massa.*%

Além das interferéncias poliatbmicas, também podem ocorrer alguns
problemas quando utilizadas solugbes &cidas. Os acidos sdo responsaveis por
algumas alteracbes nas propriedades fisicas, como por exemplo, densidade,
viscosidade, tensdo superficial e volatilidade, podendo gerar compostos volateis dos
halogénios que permanecem no nebulizador causando o chamado efeito de memodria.
Entretanto, o uso de solugdes alcalinas tende a minimizar estas interferéncias.%*9

O carbono residual contido nas solucdes injetadas no ICP-OES e ICP-MS
também pode causar interferéncias na etapa de determinacdo.'° Dessa forma, é de
grande importadncia que os métodos de preparo de amostra utilizados sejam
adequados para a eliminacdo da matriz organica presente na amostra de forma

eficiente, com baixos teores de carbono em solugéo.®?
2.3.4 Cromatografia de ions
A cromatografia de ions é uma técnica adequada para a separacédo de anions

e cétions. A IC baseia-se na interacdo entre os ions de uma solugdo (fase mével) e
grupos poliméricos funcionais, geralmente SO3z", COO", NHs*, NRs* (fase estacionaria),

50 Tagami, K., et al., Analytica Chimica Acta 570 (2006) 88-92.

9 Bu, X., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 18 (2003) 1443-1451.

40 Mesko, M. F., Determinacéo de halogénios em carv&o, coque petroquimico e alimentos ap6s combust&o iniciada
por micro-ondas, Programa de Pés Graduag¢éo em Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, 2008, pp. 8.

98 Akbar, M., Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, 1998, pp. 964.

9 Fernandez, A., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 9 (1994) 217-221.

10 pereira, J. S. F., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 25 (2010) 1268-1274.

93 Mesko, M. F., et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.
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em uma coluna cromatografica. A competicao pela distribuicdo dos ions presentes na
amostra entre a fase movel e a fase estacionaria e o tempo de interacdo do analito
nestas fases promove a separacdo e eluicdo de cada ion.1%9101 Para minimizar as
interferéncias causadas pelos eletrélitos presentes na fase movel, o uso de supresséo
guimica pode ser empregado para converter as espécies idnicas em espécies nao-
idnicas, permitindo uma condutancia, relativamente, baixa.'®* A cromatografia de ions
€ uma técnica que permite a determinacao de todos os halogénios na mesma anélise.

Alguns trabalhos na literatura relatam esta técnica para separagcdo e
guantificacdo de halogénios, utilizando diferentes métodos de decomposicdo, como
por exemplo a piroidrélise, a MIC e a MAE (dependendo da amostra).’3:80.102.103 ym
dos principais motivos é a compatibilidade das solu¢bes absorvedoras com a fase
movel. Estas, por serem diluidas e pelo pH dessas solugdes, o qual geralmente é

neutro ou levemente alcalino.

2.3.5 Anélise por ativagdo neutrénica

A NAA é uma técnica de andlise elementar baseada na formacdo de
radioisotopos, através de reacdes nucleares entre neutrons e os atomos dos isétopos
dos elementos que constituem a amostra. Dessa maneira, é possivel obter um
espectro de emissdo de radiagdo gama (y) dos radioisétopos formados, sendo
possivel identificar os elementos presentes na amostra e quantifica-los em funcéo da
taxa de emissao da radiagdo y de cada radioisétopo.1%4

A NAA é uma técnica considerada absoluta, ndo destrutiva e fornece
informagdes quantitativas e qualitativas de véarios elementos metalicos e néo

metalicos, incluindo halogénios, em diferentes matrizes como por exemplo, cereais,%

100 Claudia Eith, Praticas em cromatografia de fons, Metrohm, 2006, pp. 142.

101 Saari-Nordhaus, R., et al., Journal of Chromatography A 956 (2002) 15-22.

7 Muller, A. L. H,, et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.
80 Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.
102 Muller, A. L. H., et al., Analytical Letters 45 (2012) 1004-1015.

103 pereira, J. S. F., et al., Journal of Chromatography A 1213 (2008) 249-252.

104 Qrvini, E., et al., Microchemical Journal 59 (1998) 160-172.

105 Shinonaga, T., et al., Science of The Total Environment 267 (2001) 33-40.
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algas,*® solos,*”4° e alimentos.1%%197 Para a determinacéo de halogénios em plantas
medicinais, a NAA também tem sido usada, sendo encontrados trabalhos na literatura
que datam a década de 60 até a atualidade.354749.108-112 Estg técnica possui alta
sensibilidade e requer minimo pré-tratamento da amostra, especialmente para solidos.
Entretanto, a NAA ndo € uma técnica comum a muitos laboratorios, pois necessita de
um reator nuclear, exigindo profissionais altamente qualificados para trabalhar com
radioatividade. Além disso, o custo do equipamento é elevado quando comparado
com outros equipamentos utilizados para a determinagdo de halogénios, como por

exemplo um cromatografo de ions. 104113

48 Mosulishvili, L. M., et al., Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 30 (2002) 87-97.

47 Moreira, H. S., et al., Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 290 (2011) 615-621.

49 Wasim, M., et al., Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 292 (2012) 653-659.

106 Bhagat, P. R., et al., Talanta 71 (2007) 1226-1232.

107 Hou, X., et al., Science of The Total Environment 193 (1997) 161-167.

35 Birhanu, W. T., et al., Application of Instrumental Neutron Activation Analysis (INAA) in the Analysis of Essential
Elements in Six Endemic Ethiopian Medicinal Plants, 2014, pp 213-227.4” Moreira, H. S., et al., Journal of
Radioanalytical and Nuclear Chemistry 290 (2011) 615-621.

108 Naidu, G. R. K., et al., Applied Radiation and Isotopes 50 (1999) 947-953.

109 Kumar, A., et al., Food Chemistry 89 (2005) 441-448.

110 saenko, G. N., et al., Marine Biology. 47 (1978) 243-250.

111 Yamada, Y., Talanta 15 (1968) 1135-1141.

112 Choudhury, R. P., et al., Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 276 (2008) 85-93.

104 QOrvini, E., et al., Microchemical Journal 59 (1998) 160-172.

113 Moreda-Pineiro, A., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 26 (2011) 2107-2152.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras, utilizados
para o desenvolvimento deste trabalho, bem como os procedimentos empregados
para o preparo e analise de plantas medicinais.

E apresentada, também, uma descricdo detalhada dos métodos de preparo de
amostras (MIC, MAWD, MAE e AE) para a posterior determinacdo de halogénios por
IC, ISE, ICP-OES e ICP-MS. Além disso, € apresentada a descricdo dos

procedimentos utilizados para a avaliacdo da recuperacao de Br com uso de KBr e
CH3sBr nos métodos propostos.
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3.1 Instrumentacéo

No presente trabalho, foram avaliados quatro métodos de preparo de amostras
para o tratamento de plantas medicinais visando a determinacgéo de F, Cl, Br e I. Os
meétodos de preparo avaliados foram: combustédo iniciada por micro-ondas, digestao
por via umida assistida por radiagdo micro-ondas, extracao alcalina assistida por
radiagdo micro-ondas e extracdo alcalina em sistema aberto com aquecimento
convencional. Cabe destacar que o método por combustéo iniciada por micro-ondas,
foi utilizado como método de referéncia para os demais métodos avaliados.

Para a decomposicéo das amostras por MIC e MAWD foi utilizado um forno de
micro-ondas (Multiwave 3000® Microwave sample preparation system, Anton Paar,
Austria). Este mesmo aparelho também foi utilizado para o procedimento de extrac&o
alcalina (MAE). Esse sistema € equipado com um rotor com capacidade maxima de
até 8 frascos de quartzo com volume interno de 80 mL. Este forno de micro-ondas
possui condicdes maximas de temperatura, poténcia e pressao de 280 °C, 1400 W e
80 bar, respectivamente. Adicionalmente, possui sensores de temperatura e pressao,
0S quais permitem o controle destes parametros em tempo real durante a etapa de
aquecimento. Em todos os procedimentos avaliados (MIC, MAWD e MAE) foram
utilizados frascos de quartzo. Para o procedimento de decomposi¢do por MIC foi
utilizado um suporte de quartzo para a introdu¢do da amostra no interior do frasco de
decomposicdo. Estes suportes foram confeccionados no Laboratério de Hialotecnia
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O forno de micro-ondas, assim
como o rotor equipado com os frascos de quartzo, pode ser observado na Figura 3.

O procedimento de extracdo alcalina em sistema aberto com aquecimento
convencional foi feito usando um bloco de aquecimento (modelo DK 42, Velp
Scientifica, Italia) equipado com frascos de vidro com 1,8 e 24,4 cm de diametro e

altura, respectivamente. Esse sistema possui ajuste e programacéo de temperatura.
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P
" p Anton Paar

Figura 3. A) Forno de micro-ondas comercial Multiwave 3000®. B) Rotor equipado com
8 frascos de quartzo utilizado para a decomposicdo e extracdo das

amostras.*

Para a determinacédo de Cl e Br por ICP-OES foi utilizado um espectrometro de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado com vista axial (modelo Ciros
CCD, Spectro Analitycal Instruments, Alemanha). O espectrometro foi equipado com
uma camara de nebulizacdo duplo passo (tipo Scott) e um nebulizador de fluxo
cruzado (cross flow). Esse mesmo equipamento também foi utilizado para a
determinacao do teor de carbono nas solucdes finais obtidas pelos diferentes métodos
de preparo de amostra avaliados.

Para a determinacao de Br e | foi utilizado um espectrometro de massa com
plasma indutivamente acoplado (modelo Elan® DRC II, Perkin Elmer SCIEX, EUA),
equipado com um nebulizador pneumatico (modelo TQ-30-A3, Meinhard, EUA) e
camera de nebulizacdo ciclénica (Glass Expansion, Austrélia). A otimizacdo dos
parametros instrumentais foi feita utilizando uma solucéo contendo 1 ug L* de Ine La
e 10 pug L de Ba. Desta forma, as intensidades dos sinais para !In*, *¥°La* e °La0O*
e 13Ba* e 138¥Ba** foram monitoradas para verificacdo da sensibilidade do
equipamento e formacéao de Oxidos e ions de carga dupla. As condi¢cdes operacionais
utilizadas no equipamento de ICP-OES e ICP-MS estdo mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3. Pardmetros operacionais para as determinagdes de Cl, Br, | e C por ICP-OES e

ICP-MS.
Parametro ICP-OES ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1550 1300
Vazao principal de argdnio (L min't) 12,0 15,0
Vazao auxiliar de argdnio (L min™) 1,0 1,2
Vazao de argdnio do nebulizador (L min?) 1,00 1,05
Cones (amostragem e skimmer) - Pt
Camara de nebulizacdo Scott Ciclénica
Nebulizador Cross flow Concéntrico
Isétopos (m/z) - °Br, 127], 35C]

Linhas de emissao, nm

Cl 134,724 -
Br 154,065 -
I 183,038 -
c* 193,030 -
Y* 371,029 -
Replicatas 5 5

*Determinacéo de carbono residual

Para a determinacédo de fluoreto, foi utilizado um potenciémetro digital (modelo
781 pH/lon Meter, Metrohm, Suica) equipado com um eletrodo ion seletivo para
fluoreto (modelo 6.0502.150, Metrohm, Suica) e com um eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI (modelo 6.0726.100, Metrohm, Suica).

Fluoreto também foi determinado por cromatografia de ions utilizando um
cromatografo equipado com detector de condutividade e um sistema de supressao
guimica (modelo 850 Professional IC, Metrohm, Suica). Foi utilizada uma coluna de
troca ibnica com grupos de amodnio quarternario suportados em poli(alcool vinilico)
com 250 x 4 mm de d. i. e 5 um de didametro de particula (modelo Metrosep A Supp 5,
Metrohm). A vazdo maxima da coluna é de 0,8 mL min'! e a determinacéo dos anions
deve ser feita em uma faixa de pH de 3 a 12. Uma pré-coluna do mesmo material de

preenchimento da coluna de troca idnica também foi utilizada (modelo Metrosep A
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supp 4/5 Guard, 5 X 4 mm de diametro, 5 um de didametro de particula, Metrohm). O
cromatégrafo € equipado com um amostrador automatico com capacidade de 112
amostras. Como fase movel foi utilizada uma solucdo de Na2COs 3,2 mmol L e
NaHCOz 1 mmol L* com uma vazdo de 0,7 mL min?, sendo usada uma alca de
amostragem de 100 pL.

Para o procedimento de determinacao de cinzas foi utilizado um forno tipo mufla
(modelo L0913, Jung®, Brasil), com capacidade de 9 L e que pode ser operado em
uma temperatura maxima de 1200 °C. Este equipamento também possui sensores,
0S quais permitem o ajuste e o monitoramento da temperatura durante a etapa de
aquecimento. Para a determinacdo de cinzas totais e cinzas insolaveis foram
utilizados cadinhos de platina de 4 cm diametro interno e 1 mm de espessura, com
capacidade de 50 mL. Para os demais procedimentos de aquecimento na
determinacao de cinzas também foi utilizado uma chapa de aquecimento (modelo MA
249, Marconi, Brasil).

Para a determinacdo de acidez nos digeridos, foi utilizado um titulador
automatico (modelo 836 Titrando Metrohm, Suica), equipado com um eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl (modelo 6.0726.100, Metrohm, Suica).

Um banho de ultrassom (modelo P 120 H, EImasonic, Alemanha) com poténcia
de 300 W e frequéncia de 37 kHz foi utilizado para a descontaminac¢ao do papel filtro
utilizado na MIC.

Para a secagem dos reagentes sélidos utilizados no preparo das solugdes foi
utilizada uma estufa convencional com circulacéo de ar (modelo 400-5ND, nova ética,
Brasil). As amostras de plantas foram cominuidas em um moinho de facas (modelo A
11 B S 32, IKA®, China). Os procedimentos de pesagem das amostras foram feitos
em balanca analitica digital com resolucéo de 0,0001 g e com capacidade de 220 g
(modelo AY220, Shimadzu, Japdo). Para a caracterizacdo das amostras, quanto ao
teor de carbono e nitrogénio foi utilizado um analisador elementar (modelo Flash EA
1112, Thermo Electron Corporation, Alemanha).

No procedimento de MIC, as amostras foram preparadas, na forma de
comprimidos, em uma prensa hidraulica de aco por 1 min a 3 ton (modelo Hydraulic
Press, Specac, Inglaterra).

Uma chapa de aquecimento (Velp Scientifica, Italia) foi utilizada para a
descontaminacéo dos materiais utilizados nos procedimentos de MIC, MAWD, MAE e
AE.
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3.2 Reagentes

Neste trabalho, todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A 4gua
utilizada foi destilada e deionizada em uma coluna de troca i0nica, purificada em um
sistema Milli-Q® (Millipore, EUA) com resistividade final de 18,2 MQ cm. Acido nitrico
P.A. (65% Merck, Alemanha) foi utilizado para a descontaminacdo dos materiais
utilizados em todos os procedimentos.

As solugbes de calibracdo para a determinagéao de ClI, Br e | por ICP-OES e
ICP-MS foram preparadas em uma solucdo de NH4OH 10 mmol L' (Merck). Os
padrdes utilizados para a calibracdo foram preparados a partir de solu¢des estoques
de sais de NaCl, KBr e KI (Merck) em agua. As concentracdes utilizadas para a curva
de calibragéo do ICP-OES e ICP-MS foram preparadas na faixa de 250 a 40000 ug L-
le de 0,1 a 10 pg L%, respectivamente. As solucdes de referéncia utilizadas para
determinacao de carbono por ICP-OES foram preparadas a partir da dissolucdo de
acido citrico (Vetec, Brasil) em 4gua. Foi feita a adicao de itrio (Spex, EUA) como
padrao interno nas solugoes de referéncia e amostras.

O plasma dos equipamentos de ICP-OES e ICP-MS foi gerado a partir de
argonio de alta pureza (99,998%, White Martins, Brasil) sendo também utilizado como
gas de nebulizacdo e gas auxiliar.

A determinacé&o de fluoreto por ISE foi feita na presenca de solucao tampéo de
ajuste da forca idnica total (TAFIT).1?®> Esta solucdo foi preparada através da
dissolucédo de NaCl (Merck), acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck) e acido
acético (Merck). Apds, a solucéo teve seu pH ajustado a 5,5 com hidroxido de sodio
P.A (Merck). A concentracéo utilizada para a curva de calibragédo do equipamento de
ISE foi preparada a partir da dissolucéo do sal NaF (Merck) em agua, na faixa de 250
e 10000 pg L.

Na decomposicdo por MIC foi utilizada uma solucdo NHsNOs 6 mol L7,
preparada a partir da dissolucdo do reagente soélido (Merck) em agua. Esta solucgéo,
juntamente com discos de papel filtro com baixo teor de cinzas (90 mm de diametro,
n° 5891, Schleicher & Schull, Alemanha), foi utilizada para auxiliar no processo de

combustéo. A pressurizacéo dos frascos foi feita com oxigénio com pureza de 99,6%

115 Frant, M., et al., Analytical Chemistry 40 (1968) 1169-1171.
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(White Martins). A solucdo de NH4OH utilizada como solugdo absorvedora, foi
preparada a partir de uma solucédo de amdnia 28-30% (Vetec) em H20.

No método de MAWD as solugdes de HNOs 1, 4, 7 e 14,4 mol L™ utilizadas na
decomposicdo das amostras foram preparadas a partir de &cido nitrico P.A 65%
(Merck). O acido nitrico utilizado foi destilado em um sistema de sub-ebulicdo (modelo
DuoPUR® 2.01E, Milestone, Italia). Em adicédo, H202 30% (Merck) foi utilizado como
auxiliar de decomposicao.

No procedimento de MAE e AE, as solucfes extratoras utilizadas foram
preparadas a partir de solucdo de aménia (Merck) e hidréxido de tetrametilamonio
(TMAH) (Merck) em agua.

A determinacéo de acidez por titulagdo em meio aquoso foi feita utilizando uma
solucdo de KOH (Merck) 0,1 mol L. Essa solucédo foi preparada através da dissolugéo
do reagente em agua e foi padronizada com biftalato de potassio (Merck).

Para os métodos de preparo de amostra avaliados (MIC, MAWD, MAE e AE)
foram feitos testes de recuperacgéo de Br, utilizando uma solugéo de referéncia de KBr
1000 mg Lt (Merck) e CH3Br 1000 mg Lt em etanol (SPEX).

As solucdes utilizadas para verificacdo de interferéncias no IC foram feitas a
partir dos reagentes Acetato de Sodio (Vetec), Acido Oxalico P.A (Vetec) e Acido
Fomico P.A 88% (Reagen, Brasil).

3.3 Amostras e CRM

As amostras de plantas medicinais utilizadas neste trabalho foram adquiridas,
livre de umidade, em uma farmacia local, na cidade de Santa Maria (Rio Grande do
Sul). Previamente ao uso, as amostras foram cominuidas em moinho de facas
(diametro < 1 mm) e armazenadas a temperatura ambiente. As plantas e suas

respectivas partes utilizadas neste trabalho estéo representados na Tabela 4.
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Tabela 4. Amostras de plantas utilizadas para a determinagéo de F, Cl, Br e | por MIC.

Nome cientifico Nome popular Parte da planta utilizada
lllicium verum anis estrelado semente
Chamomilla recutita camomila inflorescéncia
Rhamnus purshiana cascara sagrada folha

Aesculus hippocastanum castanha da india folha

Trigonella foenum-graecum  feno grego semente

Zinziber officinale R. gengibre caule

Melissa officinalis L. melissa folha

Phyllanthus niruri L. guebra-Pedra folha

Cabe destacar que, posteriormente a caracterizacado das plantas, a amostra de
gengibre foi escolhida para a otimizacdo do procedimento de MAE, por conter F, Cl,
Br e | em sua composicdo em concentracdo possivel de ser determinada pelas
técnicas escolhidas. Para verificar a exatiddo dos métodos de MIC e MAE, foram
utilizados dois materiais de referéncia certificados (CRMs) de origem botanica (NIST
1572, Citrus leaves e NIST 1547, Peach leaves).

3.3.1 Caracterizacdo das amostras de plantas medicinais

3.3.1.1 Avaliacao da concentracdo de halogénios em plantas ap6s MIC

A decomposigéo por combustéo iniciada por micro-ondas foi feita com base em
trabalho descrito na literatura para a decomposicao de soja e derivados, o qual foi feito
utilizando solucéo alcalina.?* No procedimento de MIC, aproximadamente 500 mg
de amostra foram prensadas na forma de comprimidos. Posteriormente, a amostra foi
posicionada sobre o suporte de quartzo, contendo um disco de papel umedecido com
50 pL de uma solucdo de NH4NO3z 6 mol L1, Apds esta etapa, o suporte de quartzo
contendo a amostra foi inserido no interior do frasco de decomposi¢ao contendo 6 mL

de uma solugdo de NH4OH 100 mmol L%, usada como solugdo absorvedora. Os

61 Barbosa, J., et al., Food Analytical Methods 6 (2013) 1065-1070.
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frascos foram fechados, fixados no rotor e pressurizados com 20 bar de O2. O
programa de aquecimento utilizado foi de: i) 1400 W por 5 min e ii) 0 W por 20 min
para etapa de resfriamento. A etapa de refluxo foi utilizada em todos os ciclos de
decomposicéo, visto que esta promove uma maior eficiéncia de absorgéo dos analitos
nas solucoes utilizadas.

Apos o término do programa e resfriamento dos frascos, as paredes dos frascos
e os suportes foram lavados com agua e as solu¢des obtidas foram recolhidas em
frascos de polipropileno e aferidas a 30 mL com &gua. Os frascos de quartzo utilizados
na decomposicdo por MIC foram descontaminados através da adicdo de 6 mL de
HNOs concentrado e aquecimento em forno de micro-ondas por 10 min a 1400 W e,
posteriormente descontaminados, pela adicdo de 6 mL de H20 e aquecimento por
radiagcdo micro-ondas por 10 min a 1000 W.

3.3.1.2 Determinacdao do teor de cinzas totais

A determinagéo de cinzas totais das amostras de plantas foi feita baseada em
procedimentos descritos na Farmacopeia Brasileira.’® Nesse procedimento, 3 g de
amostra foram transferidos para cadinhos de platina para calcinacdo em um forno tipo
mufla. O programa de aquecimento utilizado foi: i) 150 °C por 30 min, ii) 250 °C por 60
min e iii) 450 °C por 90 min.

Apods a calcinacdo e o resfriamento dos cadinhos, foram pesados e o teor de

cinzas foi determinado em relacdo a massa inicial de amostra.

3.3.1.3 Determinacgéo do teor de cinzas insollveis

Neste procedimento, o residuo obtido da determinacdo de cinzas totais foi
fervido durante 25 min em uma solu¢do HCI 7% (v/v). Ap6s o tempo de fervura, o
residuo insoltvel em acido foi recolhido em um papel filtro, isento de cinza, e lavado
com agua até que a remocéo do filtrado fosse observada. O papel filtro contendo o
residuo foi transferido para um cadinho de platina e incinerado em um forno tipo mufla.
O programa de aquecimento utilizado para a incineragcéo do papel filtro contendo a
amostra foi: i) 150 °C por 30 min, ii) 250 °C por 60 min e iii) 450 °C por 90 min.

19 ANVISA, Farmacopeia Brasileira, 52 ed., Brasilia, 2010, pp. 13-195.
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Apés a calcinagdo, os cadinhos foram retirados da mufla e colocados
diretamente em um dessecador, contendo silica, para resfriamento. Quando
resfriados, foram pesados e o percentual de cinzas insoluveis foi calculado em relacéo

a massa do cadinho antes e ap0s a incinera¢do a massa inicial de cinzas pesada.

3.4 Métodos de preparo de amostras avaliados para a posterior determinacao

de halogénios em amostras de plantas medicinais

Neste trabalho, outros trés métodos de preparo de amostras também foram
investigados para a posterior determinacdo de halogénios em amostras de plantas
medicinais. Os métodos avaliados foram: i) MAWD, ii) MAE e iii) AE. Cabe salientar
gue MIC, descrito anteriormente (ver item 3.3.1.1, Materiais e Métodos) foi utilizado
como método de referéncia para os demais métodos avaliados. Os procedimentos

utilizados para cada método serdo descritos a seguir.

3.4.1 Decomposicao por MAWD

O procedimento de decomposicédo das amostras de plantas por via umida foi
feito seguindo as condi¢bes fornecidas pelo fabricante do forno de micro-ondas
utilizado para decomposicao de plantas. Aproximadamente, 500 mg de amostra foram
pesados diretamente no interior dos frascos de quartzo e foi feita a adicdo de 4,8 mL
de solucédo de HNOs e 1,2 mL de H202 30%, foram adicionados sobre a amostra. As
seguintes concentragdes de acido nitrico foram avaliadas: 1, 4, 7 e 14,4 mol L. Como
teste adicional, também foi avaliada a recuperacdo dos halogénios utilizando HNOs3 1
mol L1, na auséncia de H202. O programa de aquecimento utilizado na decomposicéo

por MAWD pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas utilizado para decomposi¢éo

de plantas medicinais por MAWD.

Etapa Poténcia, W Rampa, min Tempo de permanéncia, min Nivel da exaustédo
1 600 10 35 1
2% 0 0 20 2

Taxa de aumento de presséo: 3 bar s, temperatura maxima 280 °C, pressdo maxima 80 bar, *etapa
de resfriamento.

36



Materiais e Métodos

ApoOs o término das etapas de aquecimento e resfriamento por micro-ondas, os
frascos permaneceram em repouso a temperatura ambiente por 30 min e, em seguida
as solugdes obtidas foram recolhidas em frascos de polipropileno e aferidas a 25 mL
com agua. Os frascos de quartzo utilizados na decomposi¢cdo por MAWD foram
descontaminados através da adicdo de 6 mL de HNO3s concentrado e aquecimento
em forno de micro-ondas por 10 min a 1400 W e, posteriormente descontaminados,
pela adicdo de 6 mL de H20 e aquecimento por radiacdo micro-ondas por 10 min a
1000 W.

3.4.2 Extracédo alcalina assistida por radiacao micro-ondas

O método de extracao de halogénios em plantas medicinais utilizando radiacédo
micro-ondas foi feito baseado em trabalhos encontrados na literatura, que utilizam
solucdes de TMAH para extracdo de halogénios em amostras botanicas.''#243 Para o
procedimento de extracéo, foram utilizados 500 mg de amostra. As amostras foram
transferidas para o interior dos frascos de quartzo juntamente com a solugao extratora
a ser utilizada. As solucdes extratoras avaliadas foram H20, TMAH 0,11 mol L e
NH4OH 0,11 mol L2.73

No procedimento de MAE foram avaliados os seguintes parametros: o volume
de solucéo extratora (6 e 10 mL), a temperatura de aquecimento (90 e 240 °C) e 0
tempo de extracdo (5 e 20 min), totalizando 8 experimentos. As condicdes de cada
experimento podem ser observadas na Tabela 6. O programa do forno de micro-ondas
utilizado foi baseado na temperatura de decomposicdo do TMAH (90 °C) e em
temperatura superior (240 °C).

11 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 79 (2009) 947-952.

42 Chen, J. H., et al., Electrophoresis 28 (2007) 4227-4232.

43 Romaris—Hortas, V., et al., Food Chemistry 124 (2011) 1747-1752.

73 Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.
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Tabela 6. Condicdes experimentais avaliadas para a extracdo dos halogénios nas amostras
de plantas por MAE.

_ Variaveis
Experimento
Temperatura (°C) Tempo (min) Volume (mL)

1 90 5 6
2 240 5 6
3 90 20 6
4 240 20 6
5 90 5 10
6 240 5 10
7 90 20 10
8 240 20 10

Apébs o término do programa de aquecimento, as solu¢des resultantes foram
recolhidas em frascos de polipropileno e aferidas a 25 mL com agua. Os frascos de
quartzo utilizados na extracéo por MAE foram descontaminados através da adicdo de
6 mL de HNOs concentrado e aquecimento em forno de micro-ondas por 10 min a
1400 W e, posteriormente, descontaminados, pela adicdo de 6 mL de H20 e

aquecimento por radiagdo micro-ondas por 10 min a 1000 W.

3.4.3 Extracédo alcalina em sistema aberto com aquecimento convencional

O método de extracdo de halogénios de plantas medicinais foi investigado em
sistema aberto utilizando H20, TMAH 0,11 mol L' e NH4OH 0,11 mol L* como solugéo
extratora. Para o procedimento de extracdo, aproximadamente 500 mg de amostra
foram inseridos diretamente no interior dos frascos de vidro. Posteriormente, 6 mL da
solucéo extratora foram adicionados sobre a amostra. A extragéo foi feita em bloco de
agquecimento e o programa de aquecimento utilizado foi de 20 min a 120 °C.

Apds o término do programa de aquecimento e o resfriamento dos frascos, as

solugdes resultantes foram recolhidas em frascos de polipropileno e aferidas a 35 mL
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com agua. Os frascos de vidro utilizados na extracéo por AE foram descontaminados
através da adicdo de 6 mL de HNOs concentrado e aquecimento no bloco de
aquecimento por 1 h a 120 °C. Apés esta etapa, foi feita a descontaminagcdo com
adicdo de 6 mL de H20 e aquecimento por 1h.

3.5 Avaliacao da recuperacao de Br com o uso de KBr e CHsBr

Apés a avaliacdo dos métodos de preparo de amostras (MIC, MAWD, MAE e
AE) foi feito um estudo da recuperacédo de Br a partir da adicdo de KBr e CHsBr. Este
estudo tem por finalidade avaliar a recuperacéo de Br adicionado na forma de um sal
inorganico (KBr) e na forma orgéanica (CHsBr). Cabe salientar que os experimentos de
recuperacdo de Br foram aplicados em todos os métodos de preparo de amostra
avaliados (MIC, MAWD, MAE e AE). O CHsBr é um fumigante utilizado em praticas
agricolas, podendo ser um contaminante de Br em plantas. Para estes experimentos,
foram utilizadas solugdes de KBr 1000 mg Lt e CHsBr 1000 mg L.

Na avaliacdo da recuperacdo de Br no método da MIC, (procedimento
descrito no item 3.3.1.1, Materiais e Métodos), solu¢cbes de referéncia de KBr e
CH3sBr 1000 mg L, foram adicionadas sobre a amostra, separadamente. A solucéo
absorvedora avaliada foi NH4OH 100 e 250 mmol L (6 mL). Como teste adicional, foi
avaliado o repouso das amostras antes da abertura da valvula de escape dos gases
quando utilizado a solucédo absorvedora de NH4OH 100 mmol L. Nesta condicéo,
apos a retirada do rotor do forno de micro-ondas, 0 mesmo permaneceu em repouso
durante 1 h.

Para a avaliacdo da recuperacéo de Br por MAWD, MAE e AE (procedimentos
descritos nos itens 3.4.1, 3.4.2 e 3.4.3, Materiais e Métodos), solucdes de referéncia
de KBr e CHsBr 1000 mg L foram adicionadas sobre a amostra. Na decomposicédo
por MAWD, foi utilizada 4,8 mL de uma solugdo de HNO3z 1 mol L* e 1,2 mL de H202
30%. No método de MAE e AE, foi avaliada a recuperacao de Br a partir da extracao
com H20 e solugdes de NH4OH 0,11 mol Lt e TMAH 0,11 mol L.

3.6 Determinacao do teor de carbono e acidez residual

O teor de carbono presente nas solucdes obtidas por MIC, MAWD, MAE e AE

foi determinado por ICP-OES. As amostras foram diluidas em HNOs 5% e uma
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solucdo de Y foi adicionada como padrdo interno. Previamente a etapa de
determinacao, as solucdes foram purgadas com argonio para eliminacdo dos gases
dissolvidos. Este procedimento foi efetuado por 2 min previamente a leitura dos
padrdes e das amostras.

Para a determinacéo da acidez das soluc¢des obtidas apos o método de MAWD,
100 mg da amostra foi diluida em agua e titulada com uma solucdo de KOH 0,1 mol
L.

Na Figura 4 é mostrado um esquema geral dos parametros que foram avaliados

para os diferentes métodos de preparo de amostras.
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METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Solucao absorvedora (6 mL)

- NH4OH 100 e 250 mmol L™
- 5 min de aquecimento e refluxo

4,8 mL de HNOs com 1,2 mL de H20:

-1mol L?

-4 mol L?

-7mol L?

-14 mol L?

-1 mol L sem H20; (6 mL)
- 45 min de aquecimento

Solucéo extratora (6 e 10 mL)

- H20,

- NH,OH 0,11 mol L?

- TMAH 0,11 mol L?
Temperatura: 90 e 240 °C
Tempo: 5 e 20 min de aguecimento

Solugéo extratora (6 mL)

- H20,

- NH4OH 0,11 mol L*

- TMAH 0,11 mol L*
Temperatura: 120 °C

Tempo: 20 min de aquecimento

MIC, MAWD, MAE e AE:

Avaliacdo da recuperacédo de Br apds a adicdo de KBr e CHsBr

Ll

Determinacéo de F por IC e ISE, Cl por ICP-OES, Br e | por ICP-MS

Figura 4. Esquema geral dos diferentes parametros para os métodos de preparo de amostras

avaliado.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos por IC, ISE,
ICP-OES e ICP-MS para F, Cl, Br e | ap0s a avaliacdo de métodos de preparo de
amostras para plantas medicinais (MIC, MAWD, MAE e AE). Em seguida, seréo
apresentados e discutidos os resultados obtidos para a recuperacdo de Br apos a

adicdo de KBr e CHsBr em todos os métodos de preparo de amostras avaliados.
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A caracterizacdo das amostras de anis estrelado, camomila, cascara sagrada,
castanha da india, feno grego, gengibre, melissa e quebra-pedra foi feita através da
determinacao dos halogénios (F, CI, Br e I) por MIC. Posteriormente, foram escolhidas
trés plantas (camomila, gengibre e quebra-pedra) para a determinagéo do teor de
cinzas totais e insollveis, teor de carbono e nitrogénio e otimizacdo dos demais
meétodos de preparo de amostras avaliados para a determinacdo de halogénios
(MAWD, MAE e AE). Cabe destacar que a MIC, foi utilizada como referéncia para
otimizacdo dos demais métodos de preparo de amostras avaliados (MAWD, MAE e
AE). Além disso, no procedimento de MIC, foi avaliada a exatiddo do método a partir
da decomposicdo de dois CRMs (NIST 1572, Citrus leaves e NIST 1547, Peach

leaves).

4.1 Determinacao de halogénios ap6s combustéo iniciada por micro-ondas

A MIC é um método de preparo de amostras ja estabelecido na literatura, sendo
utilizado para a decomposicdo de uma infinidade de matrizes, muitas delas de dificil
decomposicdo. Adicionalmente, neste método podem ser utilizadas solucdes
absorvedoras acidas e alcalinas diluidas possibilitando a posterior etapa de
determinacgdo de metais, ndo metais e halogénios em baixas concentragdes.620:53.73.102
Cabe destacar que na maioria das decomposic¢des feitas por MIC, o teor de carbono
residual nas solugfes resultantes € inferior a 1%, o que minimiza interferéncias na
etapa de determinac&o quando as técnicas baseadas em plasma sao utilizadas.

Primeiramente, foi avaliada a concentracao de F, CI, Br e | em oito amostras de
plantas medicinais (anis estrelado, camomila, cascara sagrada, castanha da india,
feno grego, gengibre, melissa e quebra-pedra). Esta avaliacdo foi feita baseando-se
em um trabalho da literatura, o qual utilizou a MIC para posterior determinacéo de Cl,
Br e | em amostras de soja e derivados.®! Dessa maneira, foram utilizadas 500 mg de
amostra e 6 mL de uma solucéo de NH4OH 100 mmol L1, para retencéo dos analitos.

O procedimento utilizado, assim como o0 programa de aquecimento, esta descrito no

6 Flores, E. M. M., Microwave-Assisted Sample Preparation for Trace Element Determination, Elsevier, 2014, 77-
142.

20 Mdiller, A. L. H., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 22 (2011) 1649-1655.

53 Mello, P. A., et al., Analytica Chimica Acta 746 (2012) 15-36.

73 Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.

02 Mller, A. L. H., et al., Analytical Letters 45 (2012) 1004-1015.

61 Barbosa, J., et al., Food Anal. Methods 6 (2013) 1065-1070.
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item 3.3.1.1 (Materiais e Métodos). ApGs o término do programa de aquecimento, foi
feita a determinacdo dos halogénios por ISE (F), ICP-OES (Cl) e ICP-MS (Br e I). Os
resultados obtidos para F, Cl, Br e I, nas amostras de plantas medicinais podem ser
observados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados obtidos em (ug g*) para F (ISE), Cl (ICP-OES), Br e | (ICP-MS), apés a

decomposicao das amostras de plantas medicinais por MIC (média + desvio padrao,

n=3).
Amostra F Cl Br I
Anis estrelado < 15* 61,4+0,1 0,694 + 0,001 0,157 + 0,008
Camomila < 15* 6879 + 52 30,6 +1,5 0,150 + 0,030
Céascara sagrada < 15* 59,4+1,0 0,170 £ 0,001 0,030 + 0,001
Castanha da india < 15* 387 +4 2,28 + 0,06 0,244 + 0,003
Feno grego < 15* 2038 + 69 3,28 + 0,09 0,003 + 0,001
Gengibre 59,5+1,2 419+20 85,4 +5,5 4,30 + 0,02
Melissa < 15* 1328 + 20 19,1+0,5 0,048 + 0,002
Quebra-Pedra < 15* 2009 + 92 42,7+ 1,7 0,355 + 0,05

*Valores menores que LOD

Para F, apenas a amostra de gengibre apresentou concentracao (59,5 + 1,2 ug
gl), acima do LOD (> 15 pg g?') empregando ISE. De acordo com os resultados
obtidos apds a decomposi¢cdo das amostras por MIC, pode ser observado que a
concentracdo de CI é superior as concentracdes dos demais halogénios em todas as
amostras avaliadas. Para Br, as maiores concentracdes obtidas foram para as
amostras de camomila, gengibre e quebra-pedra (30,6 + 1,5,85,4+55e 42,7 + 1,7
ug g respectivamente). Para I, a maior concentragdo obtida foi para a amostra de
gengibre (4,30 + 0,02 ug gb).

Em trabalho desenvolvido recentemente por Picoloto et al.,3® foi avaliada a
recuperacéo de Br e | em amostras de leite utilizando NH4OH (10, 25, 50 e 100 mmol

LY) e H20 como solugdo absorvedora. Dessa maneira, 0s autores relatam que as

33 Picoloto, R. S., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.
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recuperagbes obtidas com H20 e NH4OH (em todas as concentragbes) foram
superiores a 95%. Entretanto, apos 15 dias de estocagem, perdas de | de
aproximadamente 13%, foram observadas quando H20 e NH4sOH 10 mmol L foram
utilizadas como solugdes absorvedoras. Dessa maneira, pode-se observar que 0 Uso
de solucGes de NH4OH mais concentradas (> 10 mmol L), é importante para a
retencdo de halogénios em solucgédo, principalmente para 1.33

Apébs a decomposicdo por MIC, o aspecto da solucao final obtida foi limpido,
porém, foi observada uma pequena quantidade de residuo sélido depositado no fundo

do frasco (Figura 5).

Figura 5. Solugédo decomposta apés MIC utilizando 500 mg de amostra de gengibre e NH,OH

100 mmol L't como solucéo absorvedora.

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos para F, Cl, Br e | e a presenca de
material em suspensdo, foram escolhidas trés amostras de plantas medicinais
(camomila, gengibre e quebra-pedra) para posterior determinagéo do teor de cinzas
totais e insoluveis, teor de carbono e nitrogénio e otimizacdo dos demais métodos de
preparo de amostras avaliados para a determinacdo de halogénios (MAWD, MAE e
AE). A escolha das amostras de camomila, gengibre e quebra-pedra foi feita levando
em consideracdo a concentracdo dos halogénios, sendo possivel a determinacao
pelas técnicas disponiveis (IC, ISE, ICP-OES e ICP-MS).

33 Picoloto, R. S., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.
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O procedimento para a determinacao de cinzas totais e cinzas insollveis, esta
descrito no item 3.3.1.2 e 3.3.1.3 (Materiais e Métodos). Os resultados obtidos apos a
caracterizac@o de cinzas totais, cinzas insoluveis, teor de carbono e nitrogénio para
as amostras de camomila, gengibre e quebra-pedra, podem ser observados na Tabela
8.

Tabela 8. Resultados obtidos apds a caracterizagdo das amostras de camomila, gengibre e
guebra-pedra quanto a determinac¢éo de cinzas totais, cinzas insollveis e o teor de

carbono e nitrogénio (média + desvio padréo, n=3).

Cinzas Cinzas Teor de Teor de
Plantas ) i . .
Totais, % Insolaveis, % carbono, % nitrogénio, %
Camomila 8,00 £ 0,11 0,452 + 0,001 45,6 £ 0,2 2,60 + 0,01
Gengibre 4,94 + 0,10 0,905 + 0,001 419+0,3 1,71+ 0,15
Quebra-pedra 11,2 £0,2 3,50+ 0,01 43,2+0,1 1,80+ 0,01

De acordo com a Tabela 8, pode ser observado que o teor de cinzas totais foi
de 8,00 £ 0,11, 4,94 + 0,10 e 11,2 + 0,2 % e o teor de cinzas insoluveis foi de 0,452 +
0,001, 0,905 £+ 0,001 e 3,50 = 0,01% para camomila, gengibre e quebra-pedra,
respectivamente. A diferenca entre o teor de cinzas totais e o teor de cinzas insollveis
obtidos nas diferentes amostras pode estar relacionada as caracteristicas dos solos
de cada regido. Possivelmente o residuo obtido apds a decomposicdo por MIC seja
decorrente da presenca de material inorganico da amostra, caracterizado pela
presenca de cinzas. Este residuo, durante a etapa de refluxo, pode ser transferido do
suporte para a solucao absorvedora. Para fins de caracterizacdo da amostra, também
foi determinado o teor de carbono e de nitrogénio, presentes em cada amostra. O teor
de carbono das amostras foi entre 41,9% (Gengibre) e 45,6% (camomila) e o teor de
nitrogénio presente foi entre 1,71% e 2,60% (para gengibre e camomila,
respectivamente).

Para avaliar a exatiddo do método de MIC, foram empregados dois CRMs de
origem botanica (Citrus leaves e Peach leaves). Para tanto, foram utilizados 300 mg
de CRM e uma solugdo de NH4OH 100 mmol L, como solugdo absorvedora. Os
valores determinados e as concordancias com os valores informados para Cl, Br e |
estdo mostrados na Tabela 9. Cabe salientar que os CRMs avaliados possuiam

apenas a concentracdo informada dos analitos.
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Tabela 9. Resultados obtidos (ug g?) para ClI (ICP-OES), Br e | (ICP-MS) (média * desvio
padrdo, n=3) em CRMs de Citrus leaves e Peach leaves apés decomposi¢do por

MIC utilizando NH4sOH 100 mmol L, como solug&o absorvedora.

Concentracéao Concentracdo Concordéancia

CRM Analito

informada encontrada (%)

Citrus leaves Cl 414 381+3 92,0
Br 8,2 7,42 £ 0,10 90,5

I 1,84 1,74+ 0,10 94,5

Peach leaves Cl 360 352 +13 97,8
Br 11 10,5+0,6 95,5

I 0,3 0,285 + 0,001 95,0

De acordo com a Tabela 9, as concordéancias obtidas para os CRMs, utilizando
0 método de MIC, foram de 92 e 97% para Cl, 90 e 95% para Br e 94% e 95% para |,
utilizando os CRMs de Citrus leaves e Peach leaves, respectivamente. Pode-se
observar que foram obtidas boas concordancias entre valor informado com os
resultados obtidos para os CRMs utilizados.

Para fins de comparacéo, a determinacao de fluoreto também foi feita por IC.
O cromatograma obtido para a determinacao de fluoreto em uma amostra de gengibre

e de uma solucéo padréo de fluoreto (250 pg L), pode ser observado na Figura 6.

Brometo Fosfato Sulfato Solugéo de

Fluoreto

Condutividade, uS cm

Nitrato referéncia
Cloreto
lodato
T Amostra
i i T /
I\ J\ A — - .
VA
A \ /
4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44

Tempo, min

Figura 6. Cromatograma obtido ap6s a decomposi¢cdo por MIC para a amostra de gengibre
sobreposto a uma solugdo de referéncia (250 pug L1). Condigdes: 500 mg de
amostra e NHsOH 100 mmol L™

47



Apresentacdo e Discusséo dos Resultados

Apoés a decomposicdo da amostra de gengibre por MIC e a determinacdo de F
por IC, o resultado obtido foi de 62,4 + 1,2 ug g*. O resultado para flior obtido por IC
nao apresentou diferenca significativa quando comparado com o resultado obtido por
ISE (59,5 + 1,2 ug g) (teste t de Student com nivel de confianca de 95%). Como pode
ser observado na Figura 6, quando utilizada a MIC como método de preparo de
amostra, o fluoreto foi eficientemente eluido pela coluna cromatografica, sem
interferéncias. I1sso pode ser associado com o baixo teor de carbono residual em
solugéo apos a decomposicdo (< 1%). Na determinacéo de halogénios e na utilizacao
de técnicas cromatograficas, o baixo teor de carbono torna-se de grande importancia,
uma vez que altas concentracdes de carbono em solucdo podem causar interferéncias

na etapa de determinacéo destes analitos.

4.2 Métodos de preparo de amostras avaliados para posterior determinacao

de halogénios em amostras de plantas medicinais

Neste trabalho, trés métodos de preparo de amostras foram adicionalmente
investigados para a posterior determinacdo de halogénios em amostras de plantas
medicinais. Os métodos avaliados foram: i) MAWD, ii) MAE e iii) AE. A seguir, serdo

apresentados os resultados obtidos para cada método de preparo de amostra.

4.2.1 Decomposicado por via Umida assistida por micro-ondas

Geralmente, nos métodos de decomposi¢cdo empregando via umida utiliza-se
um acido oxidante para a eliminacdo da matéria organica da amostra. O uso de
solucBes acidas pode causar interferéncias na etapa de determinacdo dos analitos.
Em ICP-OES e ICP-MS, estas interferéncias geralmente estdo associadas a alguns
fatores, tais como, diminuicdo da taxa de aspiracdo resultante do aumento da
viscosidade, mudanca do tamanho das gotas durante a nebulizacdo e mudanga na
estabilidade do plasma.

Neste trabalho, o método empregando MAWD foi avaliado para verificar a
recuperacéo dos halogénios em meio acido em amostras de plantas medicinais. Esse
meétodo, segundo a literatura, ndo pode ser aplicado para a determinacdo de

halogénios, pois perdas destes podem estar relacionadas a formacdo de seus
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respectivos acidos volateis.”"3116 Entretanto, o procedimento utilizado neste trabalho
foi adaptado de um trabalho de Di Narda et al.,?2 onde foi feita a decomposicdo de
cogumelos para posterior determinacdo de Br. Neste trabalho os autores utilizaram
uma mistura de HNO3s e H202 para decomposicao das amostras. Neste procedimento,
500 mg de amostra foram pesados e inseridos no interior dos frascos de quartzo.
Apoés, foram adicionados 4,8 mL de HNOs com 1,2 mL de H202.2 Também foi avaliada
a concentragdo de HNOs, para a recuperacao de halogénios. As concentracdes de
HNO3z avaliadas foram 1, 4, 7 e 14,4 mol L. Adicionalmente, foi feito um teste
utilizando HNOs 1 mol L, porém sem a adicdo de H202. Para este estudo, foram
adicionados 6 mL de HNOs 1 mol L' para a decomposicdo. O procedimento
experimental, assim como o programa de aquecimento utilizado na MAWD, esta

descrito no item 3.4.1 (Materiais e Métodos).

4.2.2.1 Efeito da acidez residual e do teor de carbono residual na MAWD
Previamente a etapa de determinacdo dos analitos, € importante levar em
consideracdo o teor de acidez residual e carbono presente nas solucdes apds as
decomposicbes por MAWD. Dessa forma, nas andlises por ICP-OES e ICP-MS os
efeitos provocados por elevadas concentracbes de acido nos digeridos séo
conhecidos por causar supressdo na intensidade de sinal a medida que a
concentracdo do acido aumenta. Essa supressao de sinal esta relacionada ao efeito
do acido na formacdo do aerossol, no processo de transporte e modificacbes na
estabilidade do plasma.t!” Além disso, o efeito de supressédo do HNOs, na técnica de
ICP-MS, depende da razdo m/z e do potencial de ionizacdo dos elementos a serem
determinados. O elevado teor de carbono residual, também pode causar interferéncias
nas determinacdes por ISE, IC-OES e ICP-MS. Nas determina¢des por ICP-OES e
ICP-MS, as interferéncias causadas pelo C podem ser espectrais e ndo espectrais.
Na Figura 7 pode ser observado o teor de carbono residual, assim como a acidez
residual obtida para as decomposicdes com 4,8 mL de HNOs 1, 4, 7 e 14,4 mol L

com 1,2 mL H202 30% e também sem H202, para as amostras de plantas avaliadas.

7 Knapp, G., et al., Fresenius' Journal of Analytical Chemistry 362 (1998) 508-513.

73 Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.
116 Gélinas, Y., et al., Analytical Chemistry 70 (1998) 1021-1025.

2 Di Narda, F., et al., Analytica Chimica Acta 436 (2001) 245-252.

117 Todoli, J.-L., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 54 (1999) 895-929.
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Figura 7. Teor de carbono residual apés decomposi¢do por MAWD empregando 4,8 mL de

HNOs e 1,2 mL de H2O;: (O) camomila (M) gengibre (M) quebra-pedra. Acidez

residual ap6s decomposicéo por MAWD: (1) camomila, (#) gengibre e (‘) guebra-
pedra. 500 mg de amostra (n = 3). * 6 mL de HNOsz e sem adicao de H,0O»

Conforme pode ser observado, o teor de carbono residual foi diminuindo com
0 aumento da concentragcdo de HNO3s (com adigao de H202, em todas as amostras
de plantas avaliadas). Entretanto, quando utilizado HNOs sem H202, o teor de
carbono foi superior a todos os experimentos feitos com H202. Isso justifica a
importancia do H202 como agente auxiliar na decomposi¢céo de matrizes organicas.
Além disso, os valores de acidez residual obtidos utilizando HNOs 1 mol L foram
inferiores a 1% para todas as plantas avaliadas (Figura 7). Quando utilizado solucfes
de HNOs 4, 7 e 14,4 mol L%, pode ser observado, como esperado, um aumento
gradativo na acidez residual para camomila, gengibre e quebra-pedra. Para a amostra
de gengibre, por exemplo, a diferenca de acidez residual entre HNO3 7 e 14,4 mol
L1 é superior a 20%. Cabe salientar que, a acidez apés a decomposicéo utilizando
HNOz 1 mol L't sem H20z2, ndo foi determinada. Na Figura 8 pode ser observado o
aspecto das solugdes resultantes, quando utilizado 4,8 mL de HNO3 1, 4, 7 e 14,4
mol L't com 1,2 mL de H202 30% e 6 mL de HNOz 1 mol L't sem H202
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Figura 8. Aspecto das solucdes resultantes ap6s a decomposicéo das plantas medicinais (500

mg da amostra de gengibre) por MAWD. Exceto a solucdo A* as demais foram
feitas utilizando 4,8 mL de HNO;s e 1,2 mL de H2O2: A) HNOs; 1 mol L (6 mL de
HNO;s e sem adicédo de H.O2) B) HNO3; 1 mol L't C) HNO3 4 mol L't D) HNO3 7 mol
L't E) HNOs 14,4 mol L.

Na Figura 8 pode ser observado o aspecto visual das amostras (gengibre). Em
A*, a solucao representa a auséncia do uso de H20z2, resultando em uma solugédo com
cor marrom e so6lido decantado, proveniente da decomposi¢éo parcial da amostra. Em
B, utilizando 4,8 mL de HNOs 1 mol L e 1,2 mL de H202 a solucédo apresenta leve
coloracdo amarelada e material decantado. Entretanto, em C, D e E, a solucao obtida
utilizando 4,8 mL de HNOz 4,7 e 14,4 mol Lt com 1,2 mL de H203, respectivamente,
é transllcida e sem a presenca de material em suspenséo. Relacionando a Figura 7
e a Figura 8, pode ser observado que, como o esperado, quanto maior a concentracao
de acido, mais translicida é a solucédo e maior é a acidez residual. O H202 pode atuar
auxiliando na decomposi¢cdo da matéria organica da amostra e, além disso, pode
favorecer a regeneracao de HNOs, o qual promove uma decomposi¢cao mais eficiente

da matriz.118

4.2.2.2 Determinacédo de halogénios ap6s decomposicao por via imida

ApOs a caracterizacdo das solucdes quanto ao teor de acidez residual e
carbono, foi feita a determinacdo dos halogénios. Cabe salientar que o teor de acidez
€ um importante parametro a ser avaliado, uma vez que pode influenciar na
quantificacéo final dos halogénios. E importante destacar que, para a determinacéo
de F, CI, Br e I, todas as solugbes foram neutralizadas com uma solugéo de NH4OH
750 mmol L, previamente a andlise por ICP-OES e ICP-MS. Essa neutralizacédo

minimiza as interferéncias causadas pelo meio acido em solucéo.

118 Naidu, G. R. K., et al., Applied Radiation and Isotopes 50 (1999) 947-953.
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A determinacdo de halogénios em meio &acido é incomum na literatura.
Entretanto, Leppanen et al., desenvolveram um processo de decomposi¢cdo acida
utilizando HNOs 14,4 mol L1, H202 30% e uma solucédo de Na2S20s, a alta pressdo
para determinagao de | e metais em amostras de leite com teste de recuperacéo de
NalO4 e iodofenol. Os autores relatam recuperagdes de 86 a 105% de recuperacéo
para NalO4 e iodofenol. Além disso, foi feito um estudo da recuperacao de | utilizando
NalO4 e iodofenol com diferentes concentracdes de HNOs (1,9, 3,8, 7,6, 15,2 mol L?).
Os autores relatam recuperacdo de 106% utilizando 1,9 mol L* de HNOs. Para as
demais concentracdes de HNO3 avaliadas (3,8, 7,6 e 15,2 mol L) os autores relatam
recuperacdes inferiores a 20%.11°

Neste trabalho, os resultados obtidos para F, Cl, Br e | na decomposicéo de
camomila, gengibre e quebra-pedra, utilizando 4,8 mL de HNOsz 1, 4, 7 e 14,4 mol L
com 1,2 mL de H202 e 6 mL de HNOz 1 mol L't sem H202, podem ser observados na
Tabela 10.

De acordo com a Tabela 10, pode se perceber que ocorreram perdas
gradativas de F, Cl, Br e | qguando utilizou-se 4,8 mL de HNO3z 4, 7 e 14,4 mol L* com
1,2 mL de H202, para todas as plantas medicinais estudadas. Entretanto, as perdas
dos halogénios sdo mais pronunciadas quando utilizado 4,8 mL de HNOs 14,4 mol
Lt com 1,2 mL de H202. Esses resultados podem estar associados pela formacéo de
seus respectivos acidos (HF, HCI, HBr e HI), os quais sao facilmente perdidos por
volatilizacéo.1?°

Quando utilizado 4,8 mL de HNOz 1 mol L' com 1,2 mL de H202, ndo foram
observadas perdas de F, C, Br e | quando comparados com valores de referéncias
(MIC) (teste t de Student com nivel de confianca de 95%), para todas as plantas
avaliadas. Cabe salientar que o pH final das solu¢cbes foi de aproximadamente 4,
podendo ndo ocorrer perdas destes elementos na forma de compostos volateis.
Entretanto, quando utilizado HNOs 1 mol L't sem H203, foi observada interferéncia na
determinacao de F. Essa interferéncia pode ser justificada pela alta concentracéo de
carbono em solugdo. Segundo o trabalho desenvolvido por Di Narda et al.,> 0 H202 é

utilizado, em menores proporc¢des, para auxiliar na decomposi¢éo da matéria organica

119 |_eppanen, K., et al., Food Anal. Methods 7 (2014) 1103-1108.
120 Fecher, P. A, et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 9 (1994) 1021-1027.
2 DiNarda, F., et al., Analytica Chimica Acta 436 (2001) 245-252.
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da amostra. Dessa forma, a presencga de H202 na etapa de decomposi¢cdo da amostra

é importante na determinacéo de F utilizando HNOs 1 mol L.
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Tabela 10. Resultados obtidos para F (ISE), ClI (ICP-OES), Br e | (ICP-MS), (média + desvio padrdo, n=3) nas amostras de plantas
medicinais apés decomposicédo por MAWD utilizando 4,8 mL de HNOs 1, 4, 7 e 14,4 mol L™t com H,0, e 6 mL de HNO3 1 mol
L sem H20..

Concentracéo (ug gb)

HNO3 (mol L)

Amostra

F Cl Br | pH

1 (com H.0.) Camomila <15* 6735 + 58 28,6+ 1,4 0,164 + 0,001 4
Gengibre 60,5 + 3,2 423 + 43 76,6 +2,1 3,82+ 0,08 3
Quebra-Pedra <15+ 1834 + 102 41,8+21 0,030 + 0,003 4

1 (sem H20y) Camomila <15* 6709 + 178 294+16 0,168 + 0,03 4
Gengibre 794+45 430 + 40 76,6 +5,3 3,82+0,6 3
Quebra-Pedra <15* 1834 + 150 424+35 0,353+ 0, 05 4

4 (com H20y) Camomila <15* 5835 + 30 26,8+15 0,115 + 0,006 <0,5
Gengibre 50,5+ 3,5 359 + 18 58,9 + 2 0,219 + 0,008 1
Quebra-Pedra <15* 1759 + 71 342+21 0,238 + 0,028 1

7 (com H20y) Camomila <15* 5678 + 179 9,24 + 0,20 0,102 + 0,005 <0,5
Gengibre 51,2+5,8 350 + 4 32,2+45 1,15 + 0,05 <0,5
Quebra-Pedra <15* 1746 + 98 13,9+ 0,6 0,080 + 0,006 <0,5

14,4 (com H,0;)  Camomila <15* 2385+ 11 9,63 +0,91 0,049+ 0,004 <0,5
Gengibre <7,5* 123+5 221+43 1,24 +0,18 <0,5
Quebra-Pedra <15* 683 + 112 11,2+1,7 0,086 + 0,003 <0,5

Valor de Camomila < 15 6879 + 352 30,6 +1,5 0,150 + 0,030

referéncia (MIC)  angibre 59,5+ 1,2 419 + 20 85,4 +55 4,30 + 0,02 8
Quebra-Pedra < 15* 2009 + 92 427 +1,7 0,355 + 0,005

*Menor que o LD
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4.2.3 Extracao alcalina assistida por radiacdo micro-ondas

Com base em trabalhos previamente publicados na literatura, que indicam a
extragcdo de halogénios utilizando a energia micro-ondas e sistemas de extracao
convencional em sistema fechado, foram avaliadas as solu¢cbes extratoras H:O,
NH4OH 0,11 mol L* e TMAH 0,11 mol L*.11425044 Além disso, varidveis, como
temperatura, tempo e volume de solugéo extratora, também foram avaliadas para a
execucao dos experimentos. As variaveis totalizaram 8 experimentos por solugéo
extratora. Os niveis superiores e inferiores para cada variavel foram: 5 e 20 min, 90 e
240 °C e 6 e 10 mL de solucéo extratora. Para a determinacdo de halogénios
aplicando a MAE, foi escolhida a amostra de gengibre para otimizagdo do processo,
devido esta amostra conter maiores concentracdes de F, Cl, Br e I. A extracéo foi feita
em um forno de micro-ondas em sistema fechado, utilizando massas de amostra de,
aproximadamente, 500 mg. O procedimento, assim como o programa de aguecimento
utilizado no forno de micro-ondas estéo descritos no item 3.4.3 (Materiais e Métodos).
Os resultados obtidos utilizando as solugdes extratoras H20, NH4OH 0,11 mol L1 e
TMAH 0,11 mol L"* podem ser observados na Tabela 11.

Utilizando H20, NH4OH 0,11 mol L' e TMAH 0,11 mol L' como solugées
extratoras, a determinacdo de F por ISE apresentou interferéncias. Este resultado
pode estar vinculado ao alto teor de carbono resultante em solucédo, que dificulta a
determinacdo. Entretanto, os resultados obtidos para Cl e Br, como pode ser
observado na Tabela 11, apds a extragéo utilizando H20, NH4OH 0,11 mol L' e TMAH
0,11 mol L* ndo apresentaram diferenca significativa entre si (ANOVA com nivel de
confiangca de 95%), apresentando concordancia superior a 95% em todas as
condi¢cBes de temperatura (90 e 240 °C), tempo (5 e 20 min) e volume de solucéo
extratora (6 e 10 mL) avaliadas.

Em relagdo ao |, ap0s a extracdo utilizando H20 e NH4OH como solucéo
extratora, maiores perdas foram observadas, quando comparadas aos valores de
referéncia (MIC). Utilizando TMAH como solugdo extratora, foram observados
melhores resultados para | em todas as condi¢cdes de temperatura (90 e 240 °C),

tempo (5 e 20 min) e volume de solucao extratora (6 e 10 mL), avaliadas. Os valores

11 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 79 (2009) 947-952.

42 Chen, J. H., et al., Electrophoresis 28 (2007) 4227-4232.

50 Tagami, K., et al., Analytica Chimica Acta 570 (2006) 88-92.

44 Rose, M., et al., Journal of environmental monitoring: JEM 3 (2001) 361-365.
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obtidos para | estédo de acordo com informacdes comumente encontradas na literatura,
as quais relatam o uso de solugdes alcalinas diluidas para a determinacdo de
halogénios.'8” Geralmente o TMAH é utilizado em temperaturas amenas (em torno
de 90 °C) para evitar sua decomposi¢éo. Entretanto, em temperaturas mais elevadas
este reagente pode ser decomposto a uma amina terciaria, a qual também pode ser
utilizada para retencéo de halogénios em solucéo.'?! Dessa maneira, pode-se concluir
gue utilizando a temperatura de 240 °C, 5 ou 20 min de aquecimento e 6 mL de
solugéo extratora, foi possivel a determinacéo de CI, Br e | na amostra, sendo que 0s
resultados ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados com 0s
valores de referéncia (teste t de Student com nivel de confianca de 95%). Cabe
salientar que, embora tenha-se obtido bons resultados utilizando 5 e 20 min de
aquecimento, 240 °C e 6 mL de solucéo extratora, o tempo de extracéo escolhido para
otimizacdo do procedimento foi de 5 min. Dessa forma, aumenta-se a rapidez do
meétodo proposto.

Apés a otimizacao do tempo, temperatura e do volume de solucao extratora, as
melhores condi¢cdes observadas (240 °C, 5 e 20 min e 6 mL) foram aplicadas para as
demais amostras de plantas (camomila e quebra-pedra). Para esta avaliacdo, as
solucdes extratoras utilizadas foram H20 e NH4OH 0,11 mol L' e TMAH 0,11 mol L.
Os resultados obtidos para Cl, Br e | nas amostras de camomila, gengibre e quebra
na condicdo otimizada, assim como a comparacdo com os valores de referéncia,

podem ser observados nas Figuras 9, 10 e 11.

11 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 79 (2009) 947-952.
87 A. Fecher, P., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 13 (1998) 977-982
121 Nébrega, J. A., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 61 (2006) 465-495.
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Tabela 11. Resultados obtidos para F (ISE), Cl (ICP-OES), Br e | (ICP-MS), (média + desvio padrao, n=3), na amostra de gengibre apos

extracdo por micro-ondas utilizando H.O, NH40H 0,11 mol L' e TMAH 0,11 mol L'* como solugdo extratora.

_ H20 NH4OH TMAH

Experimentos*
Cl Br I pH final Cl Br | pH final Cl Br | pH final

12 460+28 77,042 1,14+0,17 6 390+15 828+4,6 1,94+0,42 9 382+36 788zx74 235x0,24 10
20 397+15 78845 1,14 + 0,30 6 388+19 858+89 2,63+0,25 7 398+12 77,3+36 4,42%0,14 8
3¢ 4008 7551 1,11+ 0,32 6 402+13 79,8+13 1,99%0,12 8 395+10 78,1+4,1 255%0,12 10
4d 405+25 785+40 1,93+0,16 4 308+10 779+45 357+0,33 5 381+20 739+45 4,27+0,10 5
5¢ 426 +30 77,3x44 1,11+0,12 6 387+19 77,1+41 2,20+0,18 9 394+11 84,6+3,7 3,55%0,29 11
6f 395+15 76,3+4,38 2,15+£0,24 6 394+16 75,0+£4,3 2,86%0,54 8 385+15 77,8+3,8 3,63+0,17 9
79 417+8 80,3+2,3 1,24+0,71 6 399+16 79,9+29 2,38+0,58 9 399+15 79,0+14 3,36+0,27 11
8n 391+16 78,1+42 260012 4 411+11 76,0+59 3,81+0,14 5 394+30 795+25 3,83x0,70 5
Valor de

referéncia (mic) 41920 854£55  4,30+0.20

*CondigGes experimentais: 1% 90 °C, 5 min e 6 ml; 2°: 280 °C, 5 min e 6 mL; 3% 90 °C, 20 min, 6 mL; 4% 280 °C, 20 min e 6 mL; 5% 90 °C, 5 min e 10 mL; 6" 280 °C, 5 min 10 mL; 7% 90 °C, 20

min, 10 mL; 8": 280 °C, 20 min, 10 mL.
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Figura 9. Resultados obtidos para Cl, nas amostras de camomila, gengibre e quebra-pedra apés
MAE (n = 3). ((71) H2O, (M) NH,OH 0,11 mol L e () TMAH 0,11 mol L'* e (H) MIC
(utilizando NH4sOH 100 mmol L),
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Figura 10. Resultados obtidos para Br, nas amostras de camomila, gengibre e quebra-pedra
apoés MAE (n = 3). (d) H.0, (M) NH,OH 0,11 mol L' e (O0) TMAH 0,11 mol L* e
(H) MIC (utilizando NH4sOH 100 mmol L?).
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Figura 11. Resultados obtidos para I, nas amostras de camomila, gengibre e quebra-pedra ap6s
MAE (n = 3). (O0) H20, (m) NH,OH 0,11 mol L** e (O0) TMAH 0,11 mol L** e (H) MIC

(utilizando NH4OH 100 mmol L?).

De acordo com os resultados obtidos, ndo foram observadas diferencas
significativas para Cl e Br, na condicdo otimizada, para todas as plantas avaliadas
(teste t de Student com nivel de confianca de 95%). Entretanto, como o esperado,
para |, a melhor condicéo foi utilizando solucdo de TMAH 0,11 mol L.

Em trabalho desenvolvido por Romaris-Hortas et al.,*® foi proposto o uso da
extracdo em meio alcalino com aquecimento por radiagcdo micro-ondas para a
posterior determinacdo de bromo e iodo por ICP-MS em amostras de algas
comestiveis. Neste trabalho, foram avaliados parametros como temperatura, volume
de TMAH, tempo de aquecimento e tempo de aquecimento por micro-ondas. De
acordo com os autores, a maior eficiéncia de extracdo foi observada com uso de 200
°C, 10 mL de solucdo de TMAH e aquecimento de 10 e 5 min, respectivamente. Para
a avaliacdo da exatidao, foi utilizado um CRM de matriz biolégica (NIES-09) e os
valores obtidos foram concordantes com os resultados certificados (teste t de Student
com nivel de confianca de 95%) para ambos os elementos estudados. Além do mais,
foi observado que o método da extracdo alcalina pode ser aplicado para varios tipos
de amostras como de algas secas, comestiveis e enlatadas para posterior

determinacao de Br e | por ICP-MS.

43 Romaris—Hortas, V., et al., Food Chemistry 124 (2011) 1747-1752.
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No presente trabalho, apds a avaliacdo da MAE e comparacédo com valores de
referéncia, também foram utilizados dois CRMs de origem botanica (NIST 1572, Citrus
leaves e NIST 1547, Peach leaves) para verificacdo da exatiddo do método. Na Tabela
12, podem ser observados os valores obtidos para os CRMs, utilizando a condi¢ao
otimizada (240 °C, 5 min e 6 mL de solucdo extratora) para as trés solucdes extratoras

avaliadas neste estudo.

Tabela 12. Resultados dos CRMs Citrus leaves e Peach leaves, obtidos para Cl (ICP-OES),
Br e | (ICP-MS), (média + desvio padréo, n=3), ap6s MAE utilizando H,O, NH,OH

0,11 mol L't e TMAH 0,11 mol L, como solucgéo extratora.

Valor Valor obtido (ug g%)
CRM Analito  informado
(ug g H.O NH4OH TMAH
Citrus leaves Cl 414 319+ 24 380 * 26 395+ 18
Br 8,2 6,58 + 0,84 6,91 + 0,81 7,82 + 0,62
I 1,84 1,60 +0,10 1,62+0,14 1,84+ 0,10
Peach leaves Cl 360 280 £ 26 293 £ 35 352 +£13
Br 11 8,92+114 9,64 + 0,77 11,6 £0,5
I 0,3 0,220 + 0,020 0,252 + 0,003 0,350 = 0,001

De acordo com os resultados obtidos para Cl, Br e | apos a extracdo por MAE
dos CRMs (Citrus leaves e Peach leaves), pode se observar que quando foi utilizada
H20 como solugéo extratora, as concordancias obtidas ficaram entre 77,5 e 87% (para
Cl e |, respectivamente). Quando utilizada a solugéo extratora de NH4OH 0,11 mol L
1 as concordancias ficaram entre 84,0 e 91,8% (para | e Cl, respectivamente).
Entretanto, quando utilizada a solucdo extratora de TMAH foram obtidas
concordancias entre 95,4 e 116% (para Cl e |, respectivamente).

Tendo em vista as interferéncias durante a determinacdo de fluoreto por ISE
apos as extracdes por MAE, o ion fluoreto também foi determinado por IC. O
cromatograma obtido para a determinacao de fluoreto em uma amostra de gengibre e

de uma solucao padrao de fluoreto, pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12. Cromatograma obtido apds a extracdo por MAE para a amostra de gengibre
sobreposto a uma solugdo padrédo (250 pg L1). Condicdes: 500 mg de amostra e
NH,OH 0,11 mol L.

Como pode ser observado na Figura 12, quando utilizada a MAE, o fluoreto
apresentou interferéncias quando eluido na coluna cromatografica. Pode ser
verificado que o sinal do ion fluoreto ndo apresentou boa defini¢cdo, ndo retornando a
linha base e o resultado obtido foi de aproximadamente 2 vezes quando comparado
com os valores de referéncia (MIC). A falta de definicdo do sinal ocorreu devido a
outro sinal, com tempo de retencdo muito proximo ao ion fluoreto. A fim de identificar
as possiveis interferéncias relacionadas a ions que possuem tempo de retencao
préximos ao fluoreto, foram feitos alguns testes utilizando solucbes de acetado e
formiato 500 pg Lt. Também foi feito a verificagcdo do tempo de retencédo de oxalato
(500 pg LY) a fim de identificar o sinal obtido no tempo de, aproximadamente, 27 min.

Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 13.
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Figura 13. Cromatograma obtido apés verificacdo de interferéncias para fluoreto para a
amostra de gengibre apos MAE (—) extracdo gengibre (solucéo extratora NH,OH
0,11 mol L), (—) mistura de solucédo padréo de formiato, oxalato e acetato (500
ug L), (=) solucdo padréo (250 pg L?), (—) solugéo padréo de formiato (500
ug L), (—) solugdo padrédo de oxalato (500 pg L?) e (— ) solucéo padréo de
acetato (500 pg L),

E possivel associar as interferéncias para fluoreto apés a MAE a outros anions
gue possuem tempos de retencdo muito proximo ao do fluoreto (acetato e formiato,
por exemplo), provenientes principalmente devido ao alto teor de carbono presente
nas solucbes apés a extracdo (Figura 13). Cabe salientar que as demais solucdes
extratoras utilizadas também apresentaram interferéncia durante a etapa de

determinacao.

4.2.3.1 Determinacéo do teor de carbono

Na Figura 14 estéo representados os valores de teor de carbono obtidos nos
digeridos finais apds a MAE. Na Figura 15 pode ser observado o aspecto das solu¢des
resultantes apés extracdo por MAE, utilizando H20, NH4OH 0,11 mol L* e TMAH 0,11

mol L1
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Resultados obtidos para o teor de carbono nas amostras de gengibre apés
extracdo por MAE utilizando: (O0) H2O, (M) NH;OH 0,11 mol L-, (l) TMAH 0,11
mol L*. Condigéo: 240 °C, 5 min e 6 mL de solugdo extratora. Massa de amostra:
500 mg (n = 3).

Aspecto das solu¢des apdés MAE da amostra de gengibre utilizando A) H.O e B)
NH4OH 0,11 mol L** e C) TMAH 0,11 mol L*. Condigdo: 240 °C, 5 min e 6 mL de

solucdo extratora. Massa de amostra: 500 mg.

Pode ser observado na Figura 14 que, apos a extracdo, ocorre a transferéncia

de carbono da matriz para a solucdo em todas as solugdes extratoras avaliadas.

Entretanto, quando é utilizada a solucdo de TMAH 0,11 mol L, o teor de carbono em

solucao é

maior em todas as condi¢bes quando comparado com H20 e solucéo de

NH4OH 0,11 mol L. Esse resultado pode ser associado ao composto, que possuli

carbono em sua estrutura (C4H13NO) e, consequentemente, permanecendo em
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solucédo, aumenta a concentracao no extrato final. Além disso, por ser uma base forte,
o TMAH, em temperaturas na faixa de 250 a 300 °C, também pode provocar cisao de
algumas moléculas organicas (amidas e ésteres), podendo solubilizar compostos
organicos da matriz na solugdo.'?* Também pode ser observado que utilizando maior
tempo, temperatura e volume, o teor de carbono também aumenta, devido a
dissolucéo na amostra na solucao extratora.

Pode se observar na Figura 15, o aspecto visual das solugdes e a presenca de
material particulado em suspenséo apoés a extracdo por MAE (H20, NH4OH 0,11 mol
L' e TMAH 0,11 mol LY. E possivel observar que a colora¢éo da solu¢do aumenta
no sentido de A até C, ou seja, a solucdo C possui coloracdo mais intensa que a
solucéo B, e esta possui coloragdo maior que a solucdo A. Isso pode ser explicado,
pelo poder de extracdo e/ou solubilizacdo de compostos organicos presentes nas
amostras de plantas. Cabe salientar que o TMAH néo é apenas um agente extrator
seletivo para halogénios, podendo ser utilizado como extrator para metais e

compostos organicos.?!

4.2.4 Extracao alcalina em sistema aberto com aquecimento convencional

A extracdo de halogénios em plantas medicinais foi investigada em sistema
aberto utilizando H20 e solu¢cdes de TMAH 0,11 mol L** e NH4OH 0,11 mol L** como
solucdo extratora. Para o procedimento, foram utilizadas, aproximadamente, 500 mg
de amostra e 6 mL de solucéo extratora. O procedimento, assim como o programa de
aguecimento estdo descritos no item 3.4.3 (Materiais e Métodos). Os resultados
obtidos para Cl, Br, I, foram comparados com valores de referéncia (MIC), podem ser

observados na Tabela 13.

121 Nébrega, J. A., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 61 (2006) 465-495.
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Tabela 13. Resultados obtidos para F (ISE), Cl (ICP-OES), Br e | (ICP-MS), (média + desvio padrdo, n=3), nas amostras de camomila,
gengibre e quebra-pedra apds extracdo alcalina em sistema aberto com aquecimento convencional (AE) utilizando H-O,
NH4OH 0,11 mol Lt e TMAH 0,11 mol L't como solucéo extratora.

Amostra Solucéo Concentracédo em ug g*
extratora F Cl Br |
Camomila H.O ND* 7041 + 113 27,0+15 0,064 + 0,011
NH4OH ND* 6989 + 43 29,6 +1,3 0,095 + 0,008
TMAH ND* 6950 + 78 28,8+ 2,1 0,110 + 0,014
Gengibre H.O ND* 416 £ 4 74,7+ 2,8 1,17 £ 0,01
NH4OH ND* 411 £ 15 794+4,4 1,95 + 0,07
TMAH ND* 415 + 42 76,5+7,4 0,274 + 0,013
Quebra-pedra H.O ND* 2079 + 17 40,7+1,0 1,17 £ 0,01
NH4OH ND* 2056 + 207 41,8+ 3,3 1,95+ 0,07
TMAH ND* 2035+ 114 41,4+0,4 0,274 + 0,013
Valor de
NH4OH 595+1,2 419 + 20 85,4+55 4,30+ 0,20

referéncia (MIC)

*ND: Nao determinado
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De acordo com os resultados obtidos para Cl e Br na AE utilizando H20, NH4OH
0,11 mol L' e TMAH 0,11 mol L, pode ser observado que ndo ocorreram perdas
destes elementos, quando comparados aos valores de referéncia obtidos por MIC
(Tabela 13). Esses resultados contrariam algumas afirmacdes encontradas nha
literatura, as quais relatam a perda de halogénios quando utilizados sistemas abertos,
no método de preparo de amostra. Isso pode ocorrer devido a lixiviagdo dos analitos
para a solugéo extratora, e devido a temperatura ndo ser suficientemente alta (120
°C), estes permanecem na forma de sais soluveis como BrOs™ e ClOs ndo ocorrendo
a volatilizacdo. Além disso, as concordancias obtidas para Cl e Br, podem ser
associadas com a altura do frasco de vidro utilizado na extracdo. Estes frascos
possuem 1,8 e 24,4 cm de diametro e altura, respectivamente e, quando Cl e Br sao
volatilizados, encontram uma regido mais fria, em funcéo do gradiente de temperatura,
permanecendo no frasco e voltando até a solugdo extratora. Entretanto, quando
utilizado o sistema aberto para a determinagédo de |, podem ser observadas perdas
significativas deste elemento, mesmo quando é levado em consideragéo o gradiente
de temperatura do frasco da extracao.

Em trabalho desenvolvido por Tagami et al.*° foi avaliado o uso da extracdo
alcalina mediante aquecimento convencional em sistema fechado para a recuperacao
de CI, Br e | em amostras de plantas e posterior determinacédo por ICP-MS. As
amostras foram deixadas submersas em uma de solucdo de TMAH por
aproximadamente 12 horas, a 60 °C. Posteriormente, a solucdo resultante foi
transferida para um frasco de polipropileno e o mesmo foi aferido a 50 mL com agua.
Apbs, a solucdo contendo a amostra foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm e o
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo dos halogénios por ICP-MS. Para
avaliacdo da exatiddo do método, foram empregados cinco CRMs de matrizes
bioldgicas e botanicas (NIST 1515, NIST 1568a, NIST 8418, NIST 8433 e NIST 8436),
e 0s valores obtidos foram concordantes com os resultados certificados (teste t de
Student com nivel de confianga de 95%) para os elementos estudados. As amostras
de plantas também foram analisadas por NAA e apresentaram RSDs de
aproximadamente 9% (para Br), maiores do que aqueles obtidos pelo método de

extragdo em meio alcalino.

50 Tagami, K., et al., Analytica Chimica Acta 570 (2006) 88-92.
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Assim como na MAE, nao foi possivel a determinacao de flGor na extracédo por
AE, devido ao alto teor de carbono resultante nos extratos finais. Na Figura 16, é
possivel observar os resultados obtidos para o teor de carbono e na Figura 17 o

aspecto das solucdes para as amostras de plantas por AE.
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Figura 16. Resultados obtidos para o teor de carbono nas amostras de camomila, gengibre,
guebra-pedra apés AE. (O) H.O, (M) NH,OH 100 mmol L? e (H) TMAH 100

mmol L.

Figura 17. Aspecto das solucdes obtidas apOs extracao por MAE da amostra de gengibre
utilizando A) H-0O e B) NH,OH 0,11 mol L'* e C) TMAH 0,11 mol L. Condigéo: 120
°C, 20 min e 6 mL de solucao extratora. Massa de amostra: 500 mg.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 16, o teor de carbono é
maior utilizando TMAH como solucdo extratora, e decresce com a utilizagcdo de
NH4OH e H20. Quando é utilizada a solugdo de TMAH 0,11 mol L%, o teor de carbono
em solucdo é maior quando comparado com Hz20 e solugdo de NH4OH 0,11 mol L.
Esse resultado, da mesma maneira como foi descrito na MAE, pode ser associado ao
composto, que possui carbono em sua estrutura (C4sH13NO) e, consequentemente,
permanecendo em solucdo, aumenta a concentracao na solucéo final do extrato. Além
disso, por ser uma base forte, 0 TMAH, em temperaturas na faixa de 250 a 300 °C,
também pode provocar cisdo de algumas moléculas organicas (amidas e ésteres),
podendo solubilizar compostos organicos da matriz na solugédo.!?!

Pode se observar na Figura 17, o aspecto visual das solugdes e a presenca de
material particulado em suspensdo apos a extracdo por AE utilizando H20, NH4OH
0,11 mol L't e TMAH 0,11 mol L't como solucdes extratoras. E possivel observar que
a coloracao da solucdo aumenta no sentido de A até C, ou seja, a solucédo C possui
coloragdo mais intensa que a solucéo B, e esta possui coloracéo maior que a solucao
A. Isso pode ser explicado, pelo poder de extracdo e/ou solubilizacdo de compostos

organicos presentes nas amostras de plantas das solucdes extratoras avaliadas.

4.3 Avaliacdo darecuperacdo de Br com o uso de KBr e CHsBr

Apoés a avaliacdo dos métodos de preparo de amostras (MIC, MAWD, MAE e
AE) foi feito um estudo da recuperacao de Br a partir do uso de solucdes de referéncia
de KBr e CHsBr. Este estudo tem por finalidade avaliar a recuperacéo de Br adicionado
na forma de um sal inorgéanico (KBr) e na forma organica (CHsBr). Para estes
experimentos, foram utilizadas solu¢ées de KBr 1000 mg L* e CHsBr 1000 mg L. Os
procedimentos empregados para MIC, MAWD, MAE e AE, estdo descritos nos itens
3.3.1.1,3.4.1, 3.4.2 e 3.4.3 (Materiais e Métodos), respectivamente. As recuperacdes

obtidas para Br ap0s a adicdo de KBr e CHsBr podem ser observadas na Tabela 14.

121 Nébrega, J. A., et al., Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 61 (2006) 465-495.
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Tabela 14. Valores obtidos para Br, ap0s testes de recuperacéo por MIC, MAWD, MAE e AE
utilizando padrbes de KBr e CHsBr. Determinacéo de Br por ICP-MS.

Método de Recuperacdo de  Recuperacéo de

Preparo Solucgéo Br apds adicdo  Br apo6s adicdo de
P de KBr (%) CHsBr (%)
MIC NH,OH 100 mmol L* 97+5 <5
NH,OH 250 mmol L* 93+4 <5
NH,OH* 100 mmol L 95+5 <5
MAWD HNO3z 1 mol L? 91+8 16+3
MAE H20 91+6 19+3
NH,OH 0,11 mol L 96 +5 22+ 4
TMAH 0,11 mol L? 94 +7 16+2
AE H20 101+4 <5
NH4OH 0,11 mol L* 105+5 <5
TMAH 0,11 mol L? 97+4 <5

*1 h de espera antes da abertura dos frascos

Os valores obtidos para as recuperacdes de Br a partir da adicdo de KBr sao
superiores a 91% para todos os métodos de preparo de amostra avaliados (MIC,
MAWD, MAE e AE) e em todas as condi¢Bes avaliadas (concentracdo de solucéo
absorvedora, tipo de solucdo extratora e tempo de espera na MIC).

Os resultados obtidos na recuperagéao de Br a partir da adicdo da solucao de
referéncia de CHsBr no método de MIC utilizando NH4OH 100 mmol L™ foi inferior a
5%. Dessa maneira, como teste adicional, a MIC foi feita utilizando uma solucao de
NH4OH 250 mmol L para verificar se a concentracdo da solucdo absorvedora
apresentava influéncia na recuperacdo do Br. Além disso, outro teste foi feito
utilizando NH4OH 100 mmol L1, onde os frascos foram deixados em repouso durante
1 h, ap6s o procedimento, para avaliar a recuperagédo do Br em fungcdo do tempo de
abertura dos frascos. Entretanto, em ambos os testes, a recuperacao de Br foi inferior
a 5%. Na MAWD e MAE, a recuperacao de Br, a partir da adicdo da solucdo de
referéncia de CHsBr, foi inferior a 22% (MAE) em todas as solugfes avaliadas. A

recuperacdo de Br apOs a adicdo da solugdo de referéncia de CHsBr na AE, também
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foi inferior a 5%, em todas as solucbes extratoras avaliadas. Dessa maneira,
independentemente do método de preparo de amostra utilizado, ndo foi possivel
recuperacdes significativas para Br a partir da adicdo de CHsBr. Esta baixa
recuperacéo de Br, pode estar associada a alta volatilidade desse composto (ponto
de ebulicdo de aproximadamente 4 °C), sendo este perdido mesmo em sistema

fechado.

4.4 Limites de deteccéao para F, Cl, Bre |

Com a utilizagcdo das técnicas de ISE, IC, ICP-OES e ICP-MS, para a
determinacao de halogénios, foram obtidos limites de deteccao relativamente baixos
para os métodos de preparo de amostra avaliados (MIC, MAWD, MAE e AE). Os LODs

obtidos para estas técnicas podem ser observados na Tabela 15.

Tabela 15. Limites de detecgéo obtidos por ISE, IC, ICP-OES e ICP-MS ap06s a avaliagcdo dos
métodos de preparo de amostra de MIC, MAWD, MAE e AE.

Limite de detecc&o (ug g™)

Halogénio S
Técnica de
MIC MAWD MAE AE )
determinacéo
F 15 15 ND ND ISE
0,37 ND ND ND IC
Cl 3,63 18,1 33,9 45,4 ICP-OES
Br 0,03 ND ND ND ICP-OES
0,01 0,03 0,07 0,08 ICP-MS
I 0,01 0,03 0,02 0,06 ICP-MS

Como pode ser observado na Tabela 15, os LODs obtidos para F, Cl, Br e |
utilizando a MIC foram menores quando comparados aos demais métodos de preparo
de amostras (MAWD, MAE e AE). Para Br, o LOD obtido por ICP-MS é menor quando
comparado a determinacéo feita por ICP-OES para o método de MIC, pois a técnica
de ICP-MS possibilita a determinacdo elementar em menores concentragoes.

Considerando que os halogénios, em plantas medicinais, estdo presentes em baixas
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concentracfes, a obtencdo de menores LODs € um aspecto importante a ser

considerado.

4.5 COMPARACAO DOS METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Neste trabalho, quatro métodos de preparo de amostras foram investigados
para amostras de plantas medicinais e posterior determinagéo de halogénios por IC
(F), ISE (F), ICP-OES (Cl) e ICP-MS (Br e I). Cabe ressaltar que a MIC foi utilizada
como método de referéncia para os demais métodos avaliados (MAWD, MAE e AE).
Para cada método de preparo foram feitas otimizaces das condi¢cdes, em relacdo a
concentracao de acido (MAWD), tipo de solugdo extratora (MAE e AE), temperatura e
tempo de aquecimento (MAE e AE), entre outras. Conforme mencionado
anteriormente, durante no desenvolvimento destes métodos buscou-se simplicidade,
rapidez, uso reduzido de reagentes, alta frequéncia analitica e, principalmente,
solugdes compativeis as técnicas analiticas disponiveis para a determinacédo de
halogénios. Durante o decorrer da avaliagdo, foi observado que alguns métodos de
preparo (MAE e AE) ndo foram adequados para a determinacdo de todos os
halogénios devido a alta presenca de carbono em solucdo. O método de MAE néao
permitiu a analise quantitativa de F e o método de AE, apesar se ser relativamente
simples, permitir elevada frequéncia analitica e possibilitar o uso de solu¢des diluidas,
nao apresentou recuperacdes para |. Por outro lado, os métodos de MIC e MAWD
(utilizando HNOz 1 mol L) foram adequados para a quantificacdo de todos os
halogénios. Na Tabela 16 € possivel observar a comparagédo entre os métodos de
preparo de amostras investigados para a posterior determinagédo de halogénios em

amostras de plantas medicinais.
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Tabela 16. Comparacdo dos métodos de preparo de amostras investigados para posterior determinacao de halogénios em amostras de plantas

medicinais
Método de preparo de amostra
Parametro
MIC MAWD MAE AE
Massa maxima de amostra, g 0,5 0,5 0,5 0,5
Solugéo utilizada 6 mL de NH4sOH 4,8 mL de HNO3z e 6 e 10 mL de: 6 e 10 mL de:
1,2 mL de H20: H20 H20

pH final

Acidez residual, %

Teor de Carbono em solugéo, mg de C/100
mg de amostra

Tempo de decomposicao/digestdo, min
Frequéncia analitica

Limite de deteccéo, ug g+

Cl
Br

NH4OH: 7

<1

25

0,37
3,63
0,03
0,01

HNOs (mol L2):
1:4

4:0

7:0

14: 0

la74

0,6 a 34,8

65

8

15
18,1
ND
0,03

NH4OH 100 mmol L
TMAH 100 mmol L1
H20: 6

NH4OH: 9

TMAH: 11

6,5a69,9

25e 4011
8

ND*

33,9

ND

0,02

NH4OH 100 mmol L
TMAH 100 mmol L
H20: 5

NH4OH: 6

TMAH: 7

239a29,9

20
44
ND*
45,4
ND
0,06

ND*: Nao determinado
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Pode ser observado que a massa de amostra € um importante parametro
guando se visa a determinacdo de halogénios em baixa concentracdo, garantindo
baixos LODs. O método empregando MIC apresentou os melhores LODs quando
comparado aos métodos com o uso de MAWD, MAE e AE. Embora o sistema
empregando AE permita maior frequéncia analitica (44 amostras), este nao permite a
determinacao de F e | devido ao alto teor de carbono em solucéo (F) e formacéo de
compostos volateis (1).

As solugdes utilizadas foram escolhidas em relacdo as caracteristicas de cada
meétodo de preparo de amostra. Na MIC foi utilizada a solu¢cdo de NH4OH 100 mmol
L1, devido a retencdo de halogénios em meio alcalino. Devido a completa combustéo
da amostra, consequentemente, no método da MIC, as solugcbes resultantes
apresentam baixo teor de carbono (< 1%), favorecendo a compatibilidade com as
técnicas analiticas disponiveis para a determinacdo desses analitos. Na digestédo
empregando a MAWD foram utilizadas solugcdes de HNOsz (1, 4, 7 e 14,4 mol L?)
combinadas com a adi¢éo de H202. Entretanto, no caso de emprego de solugbes com
maior concentragdo de HNOs (4, 7 e 14,4 mol L) foi necesséaria a neutralizagdo
previamente a etapa de determinacdo, uma vez que 0 meio acido pode causar
interferéncias na etapa de determinacdo. Porém, quando utilizado HNOs 1 mol L™, foi
necessaria uma diluicdo maior para evitar interferéncias devido a alta concentracao
de carbono em solugdo. Na MAE e AE foram utilizados H20 e solugbes alcalinas
(NH4OH e TMAH) para a extracdo dos analitos e, da mesma forma que para a MAWD
utilizando 1 mol L, foi necesséaria maior diluicdo da amostra. Cabe destacar que na
extracdo nao ocorre a destruicdo da matéria organica, apenas a transferéncia do
analito da matriz para a solugéo extratora.

Desta forma, no presente trabalho, diversos métodos de preparo de amostras
foram avaliados para plantas medicinais e posterior determinacéo de halogénios, o
qgue facilita a escolha do método adequado de acordo com a disponibilidade dos
equipamentos do laboratorio, tempo para analises e limites de deteccao desejados.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram avaliados quatro métodos de preparo de amostras para
posterior determinacdo de halogénios em amostras de plantas medicinais: i)
combustdo iniciada por micro-ondas, ii) decomposi¢do por via Umida assistida por
radiagdo micro-ondas, iii) extracdo alcalina assistida por radiacdo micro-ondas e vi)
extracdo alcalina utilizando sistema aberto com aquecimento convencional.
Posteriormente, foi feito um estudo em relac&o a recuperacédo de Br a partir da adigdo
concentragdes conhecidas de KBr e CH3Br em cada um dos métodos de preparo de
amostras estudados. Este estudo teve por finalidade avaliar a recuperacdo de Br
adicionado na forma de um sal inorganico (KBr) e na forma orgénica (CHsBr).

Dessa maneira, apos a avaliacdo dos métodos de preparo de amostras e
avaliacao da recuperacao de Br, pode-se concluir que:

e O método de decomposicdo por combustdo iniciada por micro-ondas permitiu a
determinacao de todos os halogénios (F, Cl, Br e I), pelas técnicas disponiveis
(ISE, IC, ICP-OES e ICP-MS). A MIC também apresentou teores de C inferiores a
1 mg/g de amostra, minimizando interferéncias na etapa de determinacdo dos
halogénios. Apds os ensaios de recuperacao de Br utilizando solucdo de referéncia
de KBr, foram obtidas recuperacdes superiores a 91 + 6%.

e No método da MAWD, utilizando HNO3s 14,4 mol L, ocorrem maiores perdas para
F, CI, Br e I. No entanto, para Br e | foram observadas perdas gradativas utilizando
HNOz 4, 7 e 14,4 mol L%, respectivamente, quando comparados com os valores
obtidos utilizando HNOs 1 mol L (amostra de gengibre). Cabe salientar que
utilizando HNO3 1 mol Lt com H202 e sem H202, ndo foram encontradas diferencas
significativas quando comparado com valores de referéncia (MIC). Os digeridos
utilizando HNOz 1 mol L? (sem H202), apresentaram alto teor de carbono em
solucédo. A acidez residual, quando utilizados HNOz 4, 7 e 14 mol L™ foi superior a
16,7 + 1,6% (camomila). ApGs 0s ensaios de recuperacao de Br, utilizando solucéo
de KBr, foram obtidos valores superiores a 91 + 8%.

e O método de extracao alcalina assistida por radiagdo micro-ondas nao apresentou
diferenca significativa para Cl e Br quando utilizadas diferentes solugdes extratoras
(H20, NH40H 0,11 mol L't e TMAH 0,11 mol L'1). Entretanto, maiores recuperagées
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de | foram obtidas utilizando a solucdo de TMAH. O método apresentou
interferéncia na determinacdo de F pelas técnicas de ISE e IC devido a alta
concentracédo de carbono em solugéo. Os ensaios de recuperagao de Br a partir
da adigéo de KBr foram superiores a 91 + 6%.

e O método de extracdo alcalina em sistema aberto com aquecimento
convencional utilizando H20, NH4OH 0,11 mol L1 e TMAH 0,11 mol L1 como
solucdes extratoras, ndo apresentou perdas de Cl e Br, guando comparados aos
valores de referéncia (MIC). Entretanto, quando utilizado o sistema aberto para a
determinacao de |, perdas foram observadas, possivelmente pela formacao de
compostos volateis. O método também apresentou interferéncia na determinacéo
de F nas técnicas de ISE e IC devido a alta concentracao de carbono em solucao.
ApOs o0s ensaios de recuperacdo de Br, utilizando solucédo de KBr, foram obtidos
valores superiores a 97 £ 4%. Os métodos de preparo avaliados trazem como
vantagem o uso de baixo consumo de reagentes, baixo risco de contaminacao,

baixo tempo de processamento e baixos limites de detecgao.

Entretanto, as recuperac¢des de Br usado na forma organica (CHsBr), foram
inferiores a 22%, em todos os métodos de preparo de amostras investigados. O Br
adicionado na forma orgéanica foi perdido em todos os métodos de preparo de
amostras avaliados (mesmo em sistema fechado), possivelmente pela alta volatilidade

do composto (ponto de ebulicdo de 4 °C).

Desta forma, o método de MAWD utilizando HNOz 1 mol L e H202 foi
considerado adequado para a decomposicdo das amostras e posterior determinacao
de F, Cl, Br e I. Além disso, os resultados obtidos apdés a decomposicao foi
concordante com os valores encontrados a partir do método de referéncia (MIC). Em
vista da aplicabilidade dos métodos de preparo de amostras avaliados (MIC, MAWD,
MAE e AE), a escolha por cada um destes ira depender de alguns fatores como por
exemplo, o analito a ser determinado, instrumentacdo disponivel em laboratério,

frequéncia analitica e faixa de concentracédo dos analitos presentes na amostra.
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ANEXO

7. Decomposigcdo por MAWD para posterior determinag&o de metais

Para o procedimento de decomposicdo da amostra por MAWD e posterior
determinacdo de metais por ICP-OES, aproximadamente 500 mg de amostra foram
pesados no interior dos frascos de quartzo e 6 mL de HNOz 14,4 mol L foram
adicionados sobre a amostra. O programa de aquecimento utilizado para a
decomposicéo das amostras consistiu em 3 etapas: i) 1000 W por 10 min (10 min de
rampa) ii) 1400 W por 35 min iii) 0 W por 20 min para etapa de resfriamento.

ApOs o término do programa e resfriamento dos frascos, as paredes dos frascos
foram lavadas com agua e as solucbes obtidas foram recolhidas em frascos de
polipropileno e aferidas a 30 mL com agua. Posteriormente, os frascos de quartzo
utilizados na decomposicdo por MAWD foram descontaminados através da adicao de
6 mL de HNOs concentrado e aquecimento em forno de micro-ondas por 10 min a
1400 W.

As solucdes de calibracdo para a determinacdo de metais por ICP-OES, foram
preparadas a partir de uma solucdo multielementar (SCP33MS, PlasmaCAL, Canada)
contendo todos analitos na concentragdo de 10 mg L em &cido nitrico 5% (Merck).
As concentragdes utilizadas para a curva de calibracdo de metais do ICP-OES foram
preparadas na faixa de 1 a 100 pg L. Na Tabela 17 podem ser observados os

parametros operacionais utilizados para a determinacdo de metais por ICP-OES.
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Tabela 17. Parametros operacionais para as determinacdes de metais por ICP-OES.

Parametro ICP-OES
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1400
Vazao principal de argonio (L min') 12,0
Vazéo auxiliar de argonio (L min™) 1,0

Vazéao de argdnio do nebulizador (L min't) 1,00
Cémara de nebulizacao Scott
Nebulizador Cross flow

Linhas de emissao, nm

Al 167,078
Ba 455,404
Ca 393,366
Cd 214,438
Cr 205,552
Cu 327,396
Fe 259,941
Mg 279,553
Mn 259,273
P 177,495
Sh 231,147
Sr 407,771
Ti 334,187
\ 292,464
Zn 213,856
S 180,731
Replicatas S

7.1 Determinacdo de metais ap6és decomposi¢cdo assistida por micro-ondas

As amostras de plantas medicinais (camomila, gengibre e quebra-pedra) foram

caracterizadas quanto ao teor de metais. O procedimento, assim como o programa de
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aquecimento do forno de micro-ondas, utilizado para a determinacédo de metais, esta
descrito no item 3.4.1 (Materiais e Meétodos). Os resultados obtidos para a

determinacdo de metais utilizando a MAWD, podem ser observados na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados obtidos para a determinacéo de metais (ug g*), apés decomposicédo

das amostras de camomila, gengibre e quebra-pedra por MAWD utilizando HNO3

14.4 mol L't (média + desvio padréo, n = 3).

Elemento Camomila Gengibre Quebra-pedra
Al 178+ 8 95,9+6,9 1043 + 28
Ba 10,8+ 0,4 9,73+ 1,12 78,4+04
Ca 6555 + 98 1292 + 28 6458 + 614
Cd 0,115 + 0,005 0,405 + 0,027 2,10 £ 0,07
Cr 2,45 + 0,09 0,459 + 0,017 284+14
Cu 10,7 £ 0,46 517 +0,11 7,88 + 0,07
Fe 173+11 85,3+24 1516+ 2
Mg 3120 + 358 2197 + 33 2298 + 72
Mn 40,4 + 3,2 2537 339+ 10

P 3831 + 54 1906 = 107 2280 + 153
S 2513 + 68 4624 + 150 1697 + 155
Sr 2,43+ 1,47 4,66 £ 0,18 44,2 + 0,9
Ti 7,63 £ 0,53 3,66 +£0,74 839+11
vV 0,290 + 0,001 0,240 + 0,003 4,66 + 0,07
Zn 315+1,2 14,9+ 0,16 40,3+ 2,0

Observando a Tabela 18, as amostras de camomila, gengibre e quebra-pedra,
de maneira geral, apresentaram altas concentracbes de Ca, Mg, P e S. Estes
elementos sdo considerados majoritarios e sdo essenciais para o desenvolvimento
das plantas. Embora em concentra¢cdes menores, as amostras também apresentaram

Ba, Cu, Fe, Mn, Sr, Ti, V e Zn, conhecidos como micronutrientes.!

1 Kalra, Y. P., Handbook of Reference Methods for Plant Analysis 1998, pp. 1-10.
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