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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo a determinagcdo do microelemento boro e dos
macroelementos enxofre e fésforo em plantas medicinais por espectrometria de
absorcéo atdbmica em chama de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS F AAS).
Para a determinagéo do boro foram avaliadas duas linhas atémicas (A;= 249,773 nm
e A= 249,677 nm), para o enxofre duas linhas moleculares da molécula CS (A=
257,595 nm e A,= 257,958 nm) e, para o fosforo trés linhas moleculares da molécula
PO (A= 246,400 nm; A= 247,620 nm e A3= 247,780 nm). Para incrementar a
sensibilidade na determinacdo de B, P e S, estudaram-se duas metodologias
instrumentais: a integracdo da absorbancia no comprimento de onda (WIA) e o
somatorio de absorbancias. O aumento da area de integracdo mostrou ser mais
eficiente no ganho de sensibilidade do que a estratégia do somatério de
absorbancias de diferentes linhas devido ao erro acumulado pela soma ser superior
ao aumento do sinal analitico. As condi¢cbes otimizadas de andlise apresentaram
limite de deteccdo de 0,5 mg L™ (5,8 mg kg™?) e 13,7 mg L™ (172 mg kg™) nos
comprimentos de onda 249,773 nm e 247,620 nm, com areas de integracdo de 3e 5
pixels, respectivamente, para B e P. Para S o menor limite de deteccao foi obtido
pela soma das absorbancias e area de integracdo de 1 pixel, porém devido ao
extenso tratamento de dados manual envolvido e o pequeno incremento em
sensibilidade (10%), utilizou-se para as determinacdes a linha 257,595 nm com area
de integracéo de 5 pixels que apresentou limite de deteccdo de 34,7 mg L™ (440 mg
kg™). Titanio foi empregado como agente de liberacdo para impedir a interferéncia
do calcio na producdo da molécula diatbmica de PO. A avaliacdo da exatidao do
método foi realizada pela analise de materiais -certificados, cujos valores
encontrados experimentalmente foram concordantes com os certificados a um nivel
de 95% de confianca para P e S e, 98% para o B. A metodologia permitiu a
determinacao da concentracdo de boro em 11 amostras e de P e S em 17 amostras.
O desvio padrdo relativo (n=12) para a amostra de Poejo (Mentha longifolia)
contendo 9,7 mg kg™ B; 2755,1 mg kg™ P e 2503,0 mg kg™ S foram de 3%, 5% e 4%,
respectivamente. A concentracdo destes elementos nas amostras de plantas
medicinais analisadas variou entre 8,5 — 34,5 mg kg™ de B, 671,9 — 3910,9 mg kg™
de P e 721,0 — 7653,9 mg kg™ de S, valores estes que estdo de acordo com os
relatados pela literatura para matrizes vegetais.

Palavras-chave: Boro. Enxofre. Fésforo. HR-CS F AAS. Plantas medicinais.



ABSTRACT

The goal of this work was the determination of the microelement boron and
macroelements phosphorus and sulfur in medicinal plants by high-resolution
continuum source flame atomic absorption spectrometry (HR-CS F AAS). For boron
determination, two atomic lines were evaluated (A= 249,773 nm and A= 249,677
nm), to sulfur two molecular lines of CS molecule (A;= 257,595 nm and A,= 257,958
nm) and, to phosphorus three molecular lines of PO molecule (A= 246,400 nm; A,=
247,620 nm and Az= 247,780 nm). To improve sensitivity in the determination of B, P
and S two instrumental methodologies were also studied, the wavelength integrated
absorbance (WIA) and the summation of absorbance. The increase in integration
area showed better results in gain of sensitivity in comparison to the sum of
absorbance of different lines due to the accumulated error to be superior of the
improvement in the analytical signal. The optimized conditions of analysis presented
limit of detection of 0,5 mg L™ (5,8 mg kg™) and 13,7 mg L™ (172 mg kg™) on the
wavelengths 249,773 nm and 247,620 nm, with integration areas of 3 and 5 pixels,
respectively, for B and P. For S the best limit of detection was obtained for the sum of
absorbance and integration area of 1 pixel, however, due to the laborious manual
date treatment and the little increment in sensitivity (10%) the line 257,595 nm with
integration area of 5 pixels was used to determinations, and presented limit of
detection of 34,7 mg L™ (440 mg kg™). Titanium was employed as releasing agent to
prevent the interference from calcium in the formation of the diatomic molecule of
PO. The accuracy was evaluated by the analysis of two certified materials,
experimental values were in agreement with certified values at 95% confidence level
to P and S, and 98% confidence level to B. The methodology allows the
determination of boron content in 11 samples and, the contents of P and S in 17
samples. The standard deviation (n=12) to the sample of Poejo (Mentha longifolia)
with 9,7 mg kg™ B; 2755,1 mg kg™ P and 2503,0 mg kg™* S were of 3%, 5% and 4%,
respectively. The concentration of these elements in medicinal plants samples
analyzed ranged between 8,5 — 34,5 mg kg™ of B, 671,9 — 3910,9 mg kg™ of P and
721,0 — 7653,9 mg kg™ of S, these values were in agreement with those reported in
the literature for plants matrices.

Keywords: Boron. Phosphorus. Sulfur. HR-CS F AAS. Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento, cura e prevencdo de doencas € uma das
formas mais antigas de pratica da medicina pela humanidade. Atualmente estas
plantas sdo consumidas na forma de chas, infusbes ou de medicamentos
fitoterapicos. Segundo estudos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
aproximadamente 80% da populagcdo mundial faz uso deste tipo de tratamento, de
forma que o comércio de plantas medicinais e fitoterapicos movimenta anualmente
21,7 bilhdes de ddlares, com uma taxa de crescimento anual da ordem de 15%,
contra 4% do mercado de medicamentos sintéticos (CARVALHO et al. 2011).

Em 2006, o governo brasileiro com o objetivo de garantir a populacéo
brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
além de promover o uso sustentadvel da biodiversidade e desenvolver a cadeia
produtiva e a industria nacional, instituiu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (Decreto n° 5813 de 22/06/2006) (BRASIL, 2006a). No mesmo ano, 0
Ministério da Saude aprovou a Portaria 971 instituindo a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Salde (SUS)
(BRASIL, 2006b).

Apesar do volume de plantas medicinais comercializadas, e das politicas de
incentivo ao consumo implementadas pelo governo, poucos estudos especificos
foram realizados sobre o potencial toxicologico, os principios ativos e a composi¢cao
elementar das principais plantas medicinais consumidas no Brasil.

O conhecimento destas informagfes € importante, uma vez que a presenca
de alguns elementos considerados toxicos como chumbo, cadmio, boro, entre
outros, em elevadas concentracdes, podem causar danos a saude dos
consumidores. Ja4 a presenca de outros elementos, como enxofre é de grande
importancia, pois a maior parcela deste elemento absorvido pelos seres humanos
provem das plantas.

Dessa forma o estudo da composicao elementar destas espécies vegetais €
necessario para que se conhecam as composi¢cées inorganicas e para que uma
politica de controle de qualidade dos produtos comercializados e fornecidos a
populacdo pelo SUS possa ser implantada pela vigilancia sanitéaria.

O desenvolvimento de métodos analiticos que permitam a analise elementar

das plantas comercializadas e que apresentem boa sensibilidade, seletividade,
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precisdo e exatiddo €é de grande importancia. Varias técnicas analiticas
espectroscopicas ou espectrométricas atendem essas exigéncias e podem ser
empregadas na analise de um material vegetal, dentre elas podem ser citadas a
espectrometria de absorcdo atbmica, a espectrometria de emissdo atdmica, a
espectrometria de massas e a espectrofotometria.

Cada uma destas técnicas apresenta suas particularidades que as tornam
atrativas. Espectrometros de emissdo atbmica sao capazes de realizar a
determinacao de varios analitos em uma Unica medida. A espectrometria de massas
além da determinacdo simultdnea pode quantificar os diferentes isétopos de um
mesmo elemento. A espectrofotometria € uma técnica robusta e de baixo custo, no
entanto, sofre muitas interferéncias e necessita de um extenso preparo da amostra.
A espectrometria de absorcédo atdmica, por sua vez, se destaca na aplicacdo para
andlises foliares e de matérias vegetais por ter sensibilidade adequada para
determinar as concentracdes dos varios elementos normalmente encontrados nesse
tipo de matriz. Além disso, € uma técnica robusta e com custo relativamente baixo
guando comparada as outras técnicas espectrométricas.

A espectrometria de absorcdo atdmica sofreu uma reestruturacdo de seu
arranjo instrumental na ultima década dando origem a espectrometria de absorgédo
atbmica de alta resolu¢cdo com fonte continua (HR-CS AAS), que trouxe novas
perspectivas para a técnica, como a possibilidade de usar o somatorio de varias
linhas de um mesmo elemento, aumentar a sensibilidade por meio da integracédo da
absorbancia no comprimento de onda, explorar o ambiente espectral na vizinhanca
da linha analitica de interesse, entre outros (WELZ et al. 2009).

Com base nisso, o0 objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de método
para determinacdo sequencial de trés elementos constituintes de plantas medicinais
(B, P e S) empregando as potencialidades da HR-CS AAS.

1.1 Espectrometria de absorcéo atdmica: da fonte de linhas a fonte continua

O principio de funcionamento da técnica se baseia na absorcédo de radiacao
em um comprimento de onda especifico por atomos gasosos de um determinado
elemento no estado fundamental. Em espectrometria de absorcdo atdbmica em
chama (F AAS), os brancos, solu¢des analiticas e amostras sdo aspiradas e passam

por um sistema de nebulizacdo onde as solu¢gbes séo convertidas em um aerossol,
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gue se mistura com 0s gases combustivel e oxidante e é transportado até a chama
(WELZ; SPERLING, 1999), onde ocorre a producdo de atomos no estado
fundamental que podem absorver energia e passar para um estado excitado. Um
determinado atomo absorve comprimentos de onda especificos, correspondentes as
energias necessarias para que as transicoes eletrénicas do estado fundamental para
o0 estado excitado ocorram, sendo estas caracteristicas para cada elemento.

Somente algumas transices eletrbnicas sdo possiveis e estas definem o
espectro de linhas de absorcéo/emissao de cada elemento. No entanto, a fracéo de
atomos que sdo excitados para um determinado nivel de energia é dependente da
temperatura, sendo esta fracdo determinada pela distribuicdo de Boltzmann:

N* g*e—AE/kT

N_o - Yo

Onde, N" é o nimero de atomos no estado excitado; No 0 nimero de atomos
no estado fundamental; E a energia especifica da excitacdo; k a constante de
Boltzmann (k = 1,38966 x 102 JKY), go e g sdo fatores estatisticos e T a
temperatura absoluta.

Com base no descrito acima chega-se a lei de Lambert-Beer, na qual a
absorbancia (A) é proporcional a populacdo N de atomos no estado fundamental em

um volume de observacgéo de comprimento [.

$o(D)
ber (1)

Onde, ¢,(4) é a poténcia radiante emitida em A; ¢..(1) a poténcia radiante

A =log = 0,43N1k(A)

transmitida em A; N o numero de atomos livres na camada absorvedora; [ o
comprimento da camada absorvedora e k(1) o coeficiente de absor¢cdo atdbmica
espectral (OLIVEIRA, 2010). A proporcionalidade entre a absorbéncia e a
guantidade de analito dada pela lei de Lambert-Beer sera linear em um determinado
intervalo de concentracdes.

A absor¢cdo atbmica foi proposta como técnica analitica para determinacao
elementar por Alan Walsh em 1952. Os primeiros espectrometros possuiam fontes
de radiacdo continua, porém, devido as limitacbes da parte Optica existentes na
época nao se obtiveram bons resultados analiticos com este tipo de lampada, pois,
0s monocromadores ndo possuiam a resolucdo apropriada para uso de lampadas de
fonte continua que é da ordem de 2 pm (WELZ; SPERLING, 1999). O préprio Walsh

propds o uso de fontes de emissao de linhas (LS) empregando lampadas de catodo
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oco (HCL), estas apresentam um perfil de emissdo estreito que se adéqua aos
monocromadores de baixa resolucdo. O uso deste arranjo instrumental possibilita
excelentes limites de deteccéo, alta sensibilidade e seletividade, tornando a técnica
apropriada para determinagcbes de elementos-traco, porém, no modo
monoelementar (VIRGILIO, 2010).

Nos anos seguintes algumas melhorias e inovagdes foram feitas. Em 1959,
L’'vov desenvolveu um sistema de atomizagao eletrotérmico em tubos de grafite em
substituicdo a chama. Na década de 1960 a instrumentacdo da AAS foi aperfeicoada
pelo desenvolvimento de lampadas de fonte de linhas mais intensas (lampadas de
descarga sem eletrodo (EDL)) e corretores de fundo.

Na tentativa de tornar a LS AAS uma técnica multielementar foram
desenvolvidas lampadas de catodo oco que podiam ser aplicadas na determinacao
de mais de um elemento. Porém, a expansao da técnica ficou limitada ao pequeno
namero de lampadas multielementares possivel de serem produzidas devido a
fatores como: a grande limitacdo quanto a combinacdo dos elementos numa Unica
lampada e a reducdo de sensibilidade quando comparadas as correspondentes
monoelementares e a diminuicdo do tempo de vida util da lampada multielementar
(SNEDDON; FARAH; FARAH, 1993).

Apesar do bom desempenho analitico da técnica AAS com fonte discreta, as
limitacbes existentes fizeram com que a ideia de utilizar uma fonte continua como
fonte primaria de radiacdo continuasse sendo explorada por varios pesquisadores,
estes empregaram em seus estudos novas lampadas mais potentes ou
monocromadores com maior resolucdo, modificando o arranjo instrumental comum a
fonte de linhas. Com esses equipamentos o0s pesquisadores conseguiram resultados
proximos aos da LS AAS na determinacéo de diversos elementos (O’'HAVER, 1984;
FERNANDO; CALLOWAY; JONES, 1992; WELZ et al. 2003).

Com base nestes estudos comprovou-se que nao seria possivel substituir a
fonte de linhas por uma fonte continua sem que houvesse uma reconfiguracédo e
evolucdo do arranjo instrumental do equipamento (WELZ et al. 2003).

O avanco tecnoldgico das ultimas décadas possibilitou o desenvolvimento
destes novos arranjos instrumentais dando origem a espectrometria de absor¢éo
atdbmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS), que emprega como
fonte de radiagdo uma lampada de arco curto de xendnio operando no modo “hot

spot”, um monocromador de alta resolucéo Littrow com grade Echelle e um detector
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de dispositivo de carga acoplada (CCD). A Figura 1 apresenta o esquema de um

espectrometro de absorcao atdmica de alta resolucdo com fonte continua.

Figura 1 - Representacdo esquematica de um espectrbmetro de absorcdo atdmica de alta
resolucdo com fonte continua. (1) LAmpada de arco curto de xendnio; (2) Lampada de
nednio; (3) Espelhos elipsoidais; (4) Atomizador; (5) Fenda de entrada do monocromador;
(6) Espelhos parabdlicos; (7) Prisma em arranjo Littrow; (8) Espelhos de deflexdo e fenda
intermediaria; (9) Rede Echelle; (10) Detector CCD.

Fonte. WELZ et al. 2005.

Os primeiros experimentos realizados em espectrometria de absorcao
atdbmica utilizando fontes de radiacdo continua empregavam lampadas de deutério
ou lampadas de arco de xen6nio. Uma limitacdo intrinseca a estas lampadas € um
decréscimo acentuado da radiacdo emitida em A < 280 nm. Além disso, a lampada
de arco de xendnio é significativamente menos intensa do que uma lampada de
catodo oco, e a utilizacdo de um monocromador de alta resolucdo reduz a
intensidade radiacdo transmitida (WELZ et al. 2005).

Uma forma encontrada para solucionar o problema da menor intensidade da
lampada de arco de xenbnio em comparacao as lampadas de catodo oco consistiu
no emprego de uma lampada de arco curto de xendnio operando no modo “hot-
spot”. Nesta lampada ocorre a formacdo de um micro-plasma entre os eletrodos e
nesta regido a temperatura atinge cerca de 10000 K, o que resulta em um aumento
significativo da intensidade da radiacéo, particularmente na regido do ultravioleta.

Esse aumento é de uma a trés ordens de grandeza para comprimentos de onda de
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muitos elementos quando comparados com 0s correspondentes empregando fonte
de linhas.

Outras vantagens da utilizacdo dessa lampada sdo: a diminuicdo dos custos
analiticos, a versatilidade em relagdo ao amplo intervalo espectral de emisséo,
possibilidade de uso de uma Unica lampada, o carater multielementar com analise
sequencial rapida e a possibilidade de analisar novos elementos para os quais as
fontes discretas ainda ndo estéo disponiveis (VIRGILIO, 2010).

O conjunto monocromador-detector é de fundamental importancia para a HR-
CS AAS. A radiagdo atenuada é direcionada ao monocromador duplo de alta
resolucdo. Esse monocromador em arranjo Littrow possui dois elementos
dispersores em série: 0 primeiro consiste num prisma que atua como pré-dispersor
da radiacdo e seleciona a regido espectral de interesse. O segundo é uma rede
Echelle que possui alto poder de dispersdo e fornece a alta resolu¢cao no intervalo
espectral selecionado da ordem de 2 pm por pixel (unidade fotossensivel do
detector) (WELZ et al. 2005).

O detector utilizado na HR-CS AAS sédo os dispositivos de carga acoplada
(CCD). Um dispositivo de carga acoplada possui varios pontos fotossensiveis
(pixels) que podem ser distribuidos linearmente ou bidimensionalmente. A radiagéo
dispersa por um monocromador do tipo Echelle gera um espectro bidimensional:
comprimento de onda versus ordem de difracdo. Este detector é capaz de
armazenar varios espectros em pequenos intervalos de tempo, da ordem de 10 ms,
dessa maneira se 0 mesmo é iluminado por um periodo de 3 s diversos espectros
sdo obtidos produzindo espectros tridimensionais que fornecem informagdes mais
detalhadas sobre o ambiente espectral que circunda o sinal de absorgcédo atémica
gerado pelo analito (WELZ et al. 2003).

Entre outras vantagens trazidas para a espectrometria de absorcdo atébmica
pelo desenvolvimento deste novo arranjo instrumental cita-se: melhoria na razéo
sinal/ruido devido a elevada intensidade da fonte de radiacdo; a possibilidade de
empregar linhas de absorcdo secundéarias ou alternativas para determinacfes dos
analitos em maiores concentracdes; a possibilidade de correcdo simultanea da
radiacdo de fundo nas proximidades da raia analitica; a capacidade de aplicacao da

padronizacao interna para correcéo de variagdes na composi¢cao da chama.
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Parte das grandes inovacfes da HR-CS AAS consiste na possibilidade de
determinacdo de ndo-metais por meio do espectro de moléculas diatdmicas e 0 uso
da absorbancia integrada no comprimento de onda.

O espectro de absor¢éo de moléculas é resultado de transi¢fes de diferentes
estados. Esse sistema possui basicamente duas componentes: vibracional (na
regido do infravermelho) e rotacional (regiéo de micro-ondas e infravermelho remoto)
gue apresentam um elevado grau de complexidade e nimeros de estados possiveis.
Consequentemente, o espectro de absorcdo molecular possui um nimero maior de
linhas que o atdbmico, ou intervalos de comprimento de onda maiores (bandas). A
espectrometria de absorcdo molecular € possivel para moléculas diatbmicas,
estaveis em altas temperaturas e que possuam estrutura rotacional fina como PO,
CS e NO, que podem ser comparadas a linhas atbmicas e, portanto, possiveis de
serem resolvidas pelo espectrometro de alta resolucdo (WELZ et al. 2009).

O uso da absorbancia integrada no comprimento de onda (WIA, do inglés
wavelenght integrated absorbance) € uma ferramenta que permite selecionar pixels
adicionais ao pixel central (CP) do pico gerando um incremento do sinal obtido e,
consequentemente, aumentando a sensibilidade.

Outra metodologia que pode ser empregada para essa finalidade é a soma
das absorbéancias obtidas em diferentes comprimentos de onda. Este método se
baseia na realizacdo de medidas em varios comprimentos de onda para um
determinado analito e a posterior soma das absorbancias obtidas em cada um
destes para incremento do sinal analitico (HEITMANN et. al. 2007).

A comercializacdo de equipamentos de absorcdo atébmica de alta resolugéo
com fonte continua trouxe novas perspectivas para a area de espectrometria
atdbmica, devido ao potencial do arranjo instrumental, sendo o desenvolvimento e
avaliacdo de novos métodos de andlise para aplicacdo da técnica Uteis para gerar

novas tecnologias analiticas.

1.2 Importancia da determinacdo elementar em plantas medicinais e

fitoterapicos

Devido a dificuldade de acessibilidade aos medicamentos sintéticos
produzidos industrialmente, principalmente pela populagéo de baixa renda por causa

do custo destes, e a crescente busca por tratamentos alternativos uma grande
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parcela da populacdo mundial faz uso de alguma planta medicinal ou fitoterapico no
tratamento de enfermidades (MATO GROSSO, 2005).

Os paises em desenvolvimento sdao aqueles que mais fazem uso de
medicamentos de origem natural, porém, mesmo em paises desenvolvidos como
Alemanha e Estados Unidos ha uma grande demanda deste tipo de produto.

Estes medicamentos sdo comumente empregados no tratamento de
resfriados, gripes, dores de cabeca, doencas do trato digestivo ou intestinal, insénia,
nervosismo, entre outros (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005), sendo as ervas
mais utilizadas no Brasil o boldo, a carqueja e a hortela (MATO GROSSO, 2005).

No entanto, o consumo de grandes quantidades deste de plantas in natura ou
processada ou 0 uso em conjunto de algumas plantas pode causar reacdes
adversas. Além disso, alguns destes produtos manufaturados podem estar
contaminados por metais toxicos devido a predisposicdo de algumas plantas em
acumular certos elementos em seus tecidos.

Para garantir um produto de qualidade e que nao ofereca riscos a populacao
a Organizacdo Mundial da Saude publicou em 1998 um documento intitulado
“Quality control methods for medicinal plants materials” (WORLD WEALTH
ORGANIZATION, 1998). Apés isto muitos paises como Austrélia, Canada e Franca
criaram suas proprias legislagdes instituindo padrbes de qualidade a serem
cumpridos pelas empresas para comercializacdo dos seus produtos (CALIXTO,
2000).

No Brasil, ap6s a implantacdo das politicas nacionais de incentivo ao
consumo e distribuicdo pelo SUS de medicamentos fitoterapicos e plantas
medicinais, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) reformulou as
normas para registro e comercializacdo destes produtos, exigindo testes mais
especificos e aprofundados para liberagdo da venda (CARVALHO et al. 2011).

Dentre os varios parametros que devem ser avaliados e podem ser utilizados
como meio para o controle de qualidade de plantas medicinais e fitoterapicos
podemos citar a determinacdo do teor de cinzas, de 6leos volateis, de residuos de
pesticidas, a composicdo elementar, entre outros (SOUZA-MOREIRA; SALGADO,;
PIETRO, 2008).

No que se refere a composi¢do elementar sabe-se que todo material vegetal é
composto por trés classes de elementos: macroelementos (C, N, O, P, S, K, Ca e

Mg); microelementos (Cu, Fe, Mn, Mo, B, Zn e CI) e os elementos tragos (Pb, Cd, Cr,
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Ni, V, entre outros) (MALAVOLTA, 2006). Neste trabalho serdo abordadas as

determinacdes dos macroelementos P e S e do microelemento B.

1.3 Boro e sua determinacao

O boro € um elemento pertencente ao grupo 13 da tabela periddica
apresentando algumas propriedades de metais e outras de n&o-metais, estando
amplamente disperso pela litosfera e hidrosfera (HOUSECROFT, 2005). O boro
pode ser encontrado em solos, materias ceramicos, vidros, semicondutores,
materias vegetais, entre outros materiais.

O boro desempenha um papel importante nas plantas, sendo um dos
micronutrientes necessarios ao desenvolvimento e crescimento. Suas principais
funcdes em tecidos vegetais sdo a organizacdo da parede celular e participacao na
atividade metabodlica. O boro possui uma estreita faixa entre a toxicidade e a
essencialidade para as plantas: quando ha deficiencia desse elemento no solo a
planta tem seu crescimento afetado, no entanto, quando em excesso ha uma
reducdo da produtividade de graos (SREBNIK; DEMBITSKY; ABU ALI, 2005). Em
plantas o boro é encontrado em concentracdes de aproximadamente 40 mg kg™
(FARAGO, 1994).

De acordo com estudos realizados, doses entre 15 e 20 gramas sao letais
para o ser humano; ja doses entre 0,1 e 5,5 gramas, dependendo do peso e idade,
causam inflamagbes da mucosa, congestdo, dermatites e problemas renais
(BAKIRDERE; ORENAY; KORKMAZ, 2010). Devido a essa baixa toxicidade para os
seres humanos o boro tem sido usado em inseticidas, fungicidas e em alguns
medicamentos, mas seu uso prolongado ndo é recomendado devido aos efeitos
colaterais que pode causar (HOUSECROFT, 2005).

A dose diaria necessaria para suprir as necessidades do corpo humano esta
na faixa entre 1,0 e 3,0 mg por dia (NIELSEN apud SHAABAN, 2010), sendo o boro
proveniente de diferentes fontes da dieta alimentar como sucos, chocolate, frutas,
verduras, entre outros (MEACHAM et al. 2010).

Dessa forma, torna-se interessante quantificar as concentracdes de boro
presentes em diversas matrizes como, por exemplo, em plantas, uma vez que
algumas possuem predisposicdo em armazenar este elemento em seus tecidos.

Para este fim diversas técnicas analiticas podem ser empregadas, dentre elas
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podemos citar a espectrometria de absorcdo atdbmica (RESANO et al. 2007), a
espectrometria de emissao atdbmica (CARRILHO et al. 2002) e a espectrofotometria
(CARRERQO, et al. 2005). No entanto, algumas dessas técnicas sofrem interferéncias
espectrais e nao-espectrais gerando erros nas determinagbes (SAH; BROWN,
1997).

A espectrometria de absorcao atémica sofre menos interferencias espectrais
quando comparada a outras técnicas na determinacdo do boro, porém, devido a
formacdo de Oxidos e carbetos de boro altamente estaveis, apenas uma pequena
quantidade do elemento é atomizada, e a sensbilidade da técnica, seja no modo
chama ou forno de grafite, é baixa, sendo o boro um dos ultimos elementos em
escala de sensibilidade em AAS (WELZ; SPERLING, 1999). Devido a maior
intensidade luminosa da lampada de arco curto de xenbénio em relacao as lampadas
de catodo oco, aliada a possibilidade de realizar a integracdo da absorbancia no
comprimento de onda na HR-CS F AAS, a determinagédo de boro se tornou mais
sensivel, possibilitando a analise de amostras com menores concentracdes do
analito (WELZ et al. 2005).

Na literatura s&o encontrados diversos trabalhos sobre a determinagéo de
boro em matrizes variadas, no entanto, a espectrometria de absor¢céo atbmica de
alta resolugdo com fonte continua possui apenas uma aplicacdo para determinagéo

de boro em folhas de laranjeira e cana-de-acucar (OLIVEIRA et al. 2010).

1.4 Enxofre e sua determinacgéo

O enxofre € um nao-metal pertencente ao grupo 16 da tabela periédica, sendo
o décimo quinto elemento mais abundante da crosta terrestre (WELZ et al. 2009). O
mesmo tem grande uso nas industrias na forma de &cido sulfurico, além de ser
encontrado em outras matrizes, como combustiveis fosseis, fertilizantes, borrachas,
entre outros (HOUSECROFT, 2005).

Este elemento esté presente em todos os seres vivos, sendo essencial para a
manutencdo dos organismos fazendo parte de aminoacidos, proteinas, enzimas,
coenzimas, vitaminas e outras biomoléculas (KOMARNISKY; BASU, 2005). No
entanto, seres humanos e outros animais ndo sao capazes de utilizar o enxofre

inorganico para sintetizar essas biomoléculas, somente tecidos vegetais apresentam
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essa capacidade, e dessa forma, as plantas se tornam uma importante fonte de
enxofre para os animais (KOMARNISKY; CHRISTOPHERSON; BASU, 2003).

O S é um elemento essencial para as plantas sendo considerado um
macronutriente e exigido em quantidades relativamente elevadas pelas culturas.
Este elemento pode ser absorvido pelas folhas, embora com baixa eficiéncia, em
sua forma gasosa (SO,), sendo também absorvido ativamente pelas raizes em sua
forma mais oxidada (SO.*) e na forma organica como 0s aminoéacidos cisteina,
cistina e metionina, estes séo utilizados na sintese de proteinas que desempenham
fungbes vitais no metabolismo e em reacdes enzimaticas das plantas. Alguns
compostos volateis de enxofre contribuem para o odor caracteristico que se
desprende da cebola, alho, mostarda e outros produtos vegetais. Além disso, este
elemento esta presente em coenzimas como a ferredoxina, que atuam diretamente
na fotossintese e na fixagcao bioldgica do N,. Devido & sua presenca fundamental em
varios compostos e reacOes, a falta de enxofre provoca uma série de distarbios
metabolicos como diminuicdo da fotossintese e da atividade respiratéria, queda na
sintese de proteinas, reducdo no teor de gorduras e de acucares redutores e
aumento no teor de carboidratos (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Devido a sua presenca em diversas matrizes e, principalmente, nos animais e
plantas a determinacdo e quantificagdo do enxofre € de grande interesse para
muitas areas como a medicina, meio ambiente e agricultura, industrias alimenticias,
entre outros.

A determinacdo do enxofre pode ser realizada empregando técnicas
analiticas classicas como a gravimetria e a turbidimetria (VIRGILIO, 2010) ou
técnicas instrumentais como a fluorescéncia de raios-X (XRF), andlise por ativacdo
neutronica (INAA), a espectrofotometria UV-Vis, a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), a espectrometria de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de absorcdo atbmica,
entre outras (HUANG et al. 2006a). Dentre estas técnicas a empregada mais
comumente nas determinacdes € a espectrofotometria UV-Vis.

Essas técnicas, no entanto, possuem limitacdes. A INAA apresenta uma baixa
sensibilidade devido ao curto tempo de vida e pequena ativacdo do radionuclideo
%’s. A sensibilidade da espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado é afetada pelo alto potencial de ionizacdo do enxofre (10,36 eV) e pela

interferéncia isobarica dos fons 200", **0Y0" e *0'0" com os ions de interesse
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para andlise de enxofre ¥S*, 33S* e 34S*. Para contornar estas interferéncias, pode
ser utilizada uma célula de colisdo e reacao (DRC), porém isso eleva muito o custo
analitico. Ja a técnica de ICP OES apresenta bons resultados na quantificacdo do
enxofre, porém as linhas de emissdo mais sensiveis se encontram na regido do UV
no vacuo sendo necessaria a utilizacao de equipamentos adequados para realizacéo
de tal analise (WELZ et al. 2009).

No caso da espectrometria de absorcdo atdbmica o enxofre apresenta o
mesmo problema que o encontrado em ICP OES, pois a principal linha de
ressonancia deste elemento esta em 180,67 nm, e as secundéarias em 181,97 nm e
182,56 nm, estando ambas numa regido do espectro eletromagnético nao acessivel
para a instrumentacao convencional. Varios métodos indiretos foram propostos para
a determinacdo de S por AAS, mas a maioria ou € relativamente complexa ou
consome muito tempo e por isso esses métodos ndo sao utilizados em andlises de
rotina (LEPRI, 2009).

Alternativamente a determinacéo por absorcédo atdmica varios trabalhos foram
realizados utilizando moléculas diatbmicas estaveis contendo enxofre, tais como
SnS, InS e AIS, empregando a instrumentagdo comum e usando como fontes de
radiagdo lampadas de catodo oco ou de deutério. No entanto, dificuldades foram
encontradas para selecdo do comprimento de onda necesséario, na corre¢cdo de
fundo e pelas interferéncias espectrais, impossibilitando o uso dessas metodologias
para analises de rotina (HUANG et al. 2006a).

O desenvolvimento da HR-CS AAS permitiu determinagbes por meio dos
espectros de estrutura fina das moléculas diatbmicas CS e SH sem a necessidade
da adicdo prévia de agentes metalicos formadores, uma vez que os elementos
precursores dessas moléculas estdo presentes na chama.

O espectro obtido a partir de moléculas diatdmicas € bem distinto do obtido
para um atomo, isso porque em atomos observa-se somente a absorcao de radiacéo
causada pela transicdo eletrdnica. No entanto, em moléculas, cada transicdo
eletrbnica apresenta inimeros estados energéticos intermediérios referentes as
transicOes vibracionais que a molécula pode apresentar, e cada estado vibracional é
também subdividido em varios niveis de transi¢cdo rotacional. Dessa maneira, ao
absorver a radiacdo a molécula é capaz de absorver diversas quantidades de

energia diferentes referentes as varias transicbes vibracionais e rotacionais que
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podem ocorrer. A Figura 2 apresenta um espectro obtido para a molécula diatdmica
de CS.

Figura 2 - Espectro de estruturas finas. (a) Espectro obtido para uma solucédo 1% (v/v) de
H,SO, empregando a HR-CS AAS; (b) Banda de absorcdo de CS entre 245 e 275 nm,
subniveis vibracionais; (c) Banda de transicao vibracional mais intensa ao redor de 258 nm;
(d) Subestrutura da banda de CS centrada em 257,595 nm.
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Fonte. Adaptado de HUANG et al. 2006a.

Devido a menor sensibilidade encontrada para a molécula de SH em
comparacdo a molécula de monossulfeto de carbono (CS) (VIRGILIO, 2010), a
primeira ndo foi empregada até o momento para uso em determinacgdes.

O principal requisito para a producdo das moléculas de CS é o emprego de
uma mistura ar/acetileno rica em combustivel (chama redutora) para que esteja

presente na chama uma alta concentragdo de carbono que € o precursor da
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molécula. Para a producdo de CS em espectrometria de absorcdo atbmica de alta
resolucao com fonte continua em forno de grafite € necessario o uso de uma mistura
96% Ar/ 4% CH, durante a etapa de pirolise (HEITMANN et al. 2006).

A determinacao de enxofre empregando as bandas de absor¢cao molecular de
estruturas finas da molécula de CS (A= 257,595 nm, 257,958 nm e 258,056 nm) ja foi
empregada em HR-CS F AAS para amostras de vinho (HUANG et al. 2005), ligas
metalicas (HUANG et al. 2006a), folhas de laranjeira e cana-de-agucar (OLIVEIRA,
2010), carvao (BAYSAL; AKMAN, 2011), derivados de petréleo (KOWALEWSKA,
2011) e fertilizantes (VIRGILIO et al. 2011). E, empregando a HR-CS GF AAS em
amostras de plantas e ligas metalicas (HEITMANN et al. 2006), amostras biolégicas
(FERREIRA et al. 2010), amostras bioldgicas, petroquimicas, polietileno e ligas
metélicas (RESANO; FLOREZ, 2012).

Devido as bandas moleculares apresentarem diversas linhas com
sensibilidades muito préximas, torna-se interessante explorar o somatorio das
absorbancias de diferentes comprimentos de onda aliado a variacdo da integracao
da absorbancia no comprimento de onda para melhoria dos parametros de

desempenho analitico.

1.5 Fosforo e sua determinacéo

O fosforo € o décimo primeiro elemento em abundancia na crosta terrestre,
apresenta caracteristicas de um elemento ndo metalico e faz parte do grupo 15 da
tabela periddica. Devido a grande necessidade de fésforo para a nutricdo de plantas
cerca de 90% da producdo global deste elemento é empregada na fabricacdo de
fertilizantes (LEE, 1996).

Esse elemento é essencial para muitos processos biolégicos e um importante
constituinte de todas as células vivas, fazendo parte da estrutura que constroi o DNA
e 0 RNA, além de armazenar a energia na forma de ATP e nos seres vertebrados
ser o principal componente dos ossos (HEITMANN et al. 2006).

O fésforo € um elemento essencial para as plantas, sendo muitas vezes a sua
falta responsavel pela limitacdo do crescimento de uma cultura. Além das funcdes ja
citadas acima, nas plantas o P esta diretamente ligado a fotossintese sendo o
responsavel por armazenar a energia produzida no processo; participa da respiracao
e da constituicdo das membranas celulares (MALAVOLTA, 1976).
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Dada a grande importancia deste elemento sua determinacdo é de grande
valia para varios setores como agricola, ecolégico, médico, metallrgico, alimenticio
e ambiental (HUANG et al. 2006b).

Assim como para o enxofre, uma grande variedade de métodos analiticos
pode ser empregada para quantificacdo do fosforo. Entretanto, por diversas razoes,
o P é um elemento dificil de ser determinado até mesmo pelas técnicas
instrumentais mais sensiveis existentes atualmente (RESANO; BRICENO:;
BELARRA, 2009).

As técnicas empregadas para esse fim variam desde a gravimetria, volumetria
e espectrofotometria UV-Vis até as modernas técnicas instrumentais espectrometria
de fluorescéncia atomica (AFS), ressonancia magnética nuclear (NMR),
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado, espectrometria de
emissao oOptica com plasma indutivamente acoplado, espectrometria de absor¢ao
atdbmica, entre outras (WELZ et al. 2009).

O fosforo é um dos poucos elementos que, ainda hoje, tem sua determinacao
realizada amplamente empregando a espectrofotometria UV-Vis, principalmente pelo
método baseado na formagcdo do complexo azul de molibdénio. Esse método tem
como principais vantagens o baixo custo de sua instrumentacéo e a aplicabilidade
em uma grande gama de situacdes. No entanto, este método exige um preparo
extensivo da amostra e sofre interferéncias de elementos tais como arsénio, cromio
e silicio que formam compostos analogos ao formado pelo P, interferindo no
resultado analitico (HUANG et al. 2006Db).

A determinagéo por ICP-MS apresenta perda de sensibilidade devido ao alto
potencial de ionizacdo do fésforo (10,5 eV). Além disso, a determinacdo por meio do
isétopo (*'P) sofre interferéncia de espécies como “N*O'H" e N'®0*, e do alto
background gerado pelos picos adjacentes de '°0," e %’S*. Essas interferéncias
podem ser reduzidas pelo uso da vaporizacao eletrotérmica (ETV) para introducéo
da amostra, ou por equipamentos com alta resolucdo (HR-ICP-MS), fato esse que
aumenta o custo e complexidade das analises (WELZ et al. 2009).

O principal problema na determinacéo deste elemento por espectrometria de
absorcdo, emissdo ou fluorescéncia atdbmica € o fato de que as linhas de
ressonancia deste elemento situam-se entre 167,7 nm e 178,8 nm, ou seja, ha
regido do ultravioleta no vacuo onde ha intensas bandas de absor¢do de moléculas

de agua e oxigénio, sendo necessario para a realizacao destas medidas o uso de
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equipamentos onde o monocromador seja mantido no vacuo, ou preenchido com um
gas interte como o Ar (HUANG et al. 2006b).

Como meio alternativo para determinacao deste elemento, L"vov e Khatsyzov
propuseram o uso do dublete das linhas ndo ressonantes do fosforo em 213,5 e
213,6 nm como linhas alternativas para a determinacdo. No entanto, apenas uma
pequena parte do fésforo é atomizado em condi¢cbes de analise comuns a outros
elementos, apresentando assim pequena sensibilidade. Para elevar a sensibilidade
€ necessario o uso de chama acetileno/6xido nitroso ou de altas temperaturas de
atomizacdo aliadas ao emprego de modificadores quimicos em forno de grafite
(HUANG et al. 2006b).

Ao contrario do enxofre, nenhum trabalho foi realizado empregando a
instrumentacdo convencional para determinacdo de fosforo por meio de moléculas
diatbmicas de PO. Com o advento da HR-CS AAS o potencial de determinagdes
envolvendo essa molécula passou a ser explorado.

A molécula diatbmica de PO é distinta das outras moléculas estudadas por
apresentar trés diferentes transicdes eletrénicas. Sendo assim, possui uma grande
guantidade de linhas que podem ser usadas para determinacdo e apresentam
diferentes sensibilidades (WELZ, 2005).

Alguns estudos ja foram realizados até o momento empregando a molécula
diatbmica de PO para quantificacdo de fosforo em amostras de ligas metalicas
(HUANG et al. 2006b) e insumos agroindustriais (FERREIRA, 2011) utilizando a HR-
CS F AAS e em amostras biolégicas (RESANO; BRICENO; BELARRA, 2009)
empregando a HR-CS GF AAS.

Assim como para a molécula diatdmica de CS existem diversas linhas com
sensibilidades proximas, para a molécula de PO e a utlizacdo da WIA e do somatorio
de absorbancias de diferentes linhas passa a ser uma alternativa para melhoria dos

parametros de desempenho analitico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de método para
determinacdo multielementar dos elementos boro, enxofre e fésforo em amostras de
plantas medicinais empregando a espectrometria de absorcdo atbmica e de
absorcéo molecular por HR-CS F AAS.

2.2 Objetivos especificos

— Avaliacao de diferentes procedimentos para preparo de amostras de plantas
medicinais que atendam a necessidade para determinacdo conjunta de B, P e
S;

— Avaliagdo das potencialidades do arranjo instrumental da HR-CS F AAS
visando a determinacéo sequencial de B, P e S, por meio da linha atémica do
B e das linhas moleculares de PO e CS;

— Explorar o potencial da técnica para aumento da sensibilidade visando anélise
de plantas medicinais com baixas concentragdes de B, P e S por meio do
somatorio das absorbéncias de diferentes comprimentos de onda desses
elementos e pela variacdo da area de integracdo do sinal obtido;

— Desenvolvimento de um método analitico para determinar B, P e S em plantas
medicinais por HR-CS F AAS, estabelecendo os principais parametros de

desempenho analitico.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Reagentes e solugdes

Todas as solucdes empregadas durante os experimentos foram preparadas
em agua deionizada de alta pureza obtida a partir de um sistema de osmose reversa

5™ combinado com deionizador Millipore Milli-Q™ academic® 18,2

Millipore Rios
MQ cm (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Solucdo estoque 1000 mg L™ B foi preparada pela dissolucéo de 5,719 g de
H3BO3; (Spectrum, Gardena, CA, EUA) em agua e o volume foi completado para
1000 mL. A solucéo foi padronizada com padrdo espectroscépico Chemis® 1000 mg
L' B.

Solucdo estoque 5000 mg L™ P foi preparada pela dissolucdo de 34,874 g
Na;HPO3;.5H,0 (Riedel-De Haen, Seelze, Alemanha) em &agua e o volume foi
completado para 1000 mL. A solucao foi padronizada com padrao espectroscopico
Chemis® 1000 mg L™ P.

Solucéo estoque 5000 mg L™ S foi preparada pela dissolucdo de 38,434 g
MgS0O,4.7H,0 (Spectrum, Gardena, CA, EUA) em agua e o volume foi completado
para 1000 mL. A solugéo foi padronizada pela precipitacdo de sulfato de bario e
pesagem do composto devidamente isolado e purificado.

Solucdo 5000 mg L™ Ti foi preparada pela diluicdo de um padréo Titrisol®
(Merck, Alemanha) em 200 mL de agua.

Solucdes de trabalho multielementares (1,0 — 100,0 mg L™ B; 50,0 — 2000 mg
L P; 50,0 — 2000 mg L™ S) foram preparadas diariamente pela diluicdo apropriada
da solucéo estoque em meio 1% (v/v) HNO3 (Spectrum, Gardena, CA, EUA).

Para a digestdo das amostras de plantas medicinais empregaram-se acidos
nitrico 70% (m/m) e cloridrico 37% (m/m) (Spectrum, Gardena, CA, EUA) e perdxido
de hidrogénio 30% (Merck, Alemanha) ambos com elevado grau de pureza.

Todas as solugbes foram armazenadas em frascos de polipropileno de alta
densidade (Nalgene®, Rochester, NY, EUA). Frascos plasticos e vidrarias foram
descontaminados por imersdo em banho 10% (v/v) HNO3; por no minimo 24 horas e

posterior lavagem com agua deionizada em abundancia.
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3.2. Instrumentacao

Todas as medidas foram realizadas empregando um espectrometro de
absorcdo atbmica em chama de alta resolugdo com fonte continua ContrAA 300
(Analytik Jena, Jena, Alemanha) equipado com uma lampada de arco curto de
xendnio operando no modo “hot-spot” modelo XBO 301 (GLE, Berlin, Alemanha)
como fonte de radiacdo e queimador com caminho oOptico de 50 mm (Figura 3).
Todas as medidas foram feitas em sete replicatas (n=7) com taxa de aspiracéo

fixada em 5,0 mL min™.

Figura 3 - EspectrOmetro de absorcdo atdmica em chama de alta resolu¢do com fonte

continua Analytik Jena ContrAA 300.

Fonte: Autor.

Para atomizacdo do boro empregou-se chama acetileno-6xido nitroso e para
producdo das moléculas de PO e CS chama ar-acetileno. Acetileno grau de pureza
99,7% (Air Liquid, SP, Brasil) e 6xido nitroso grau de pureza 99,5% (Air Liquid, SP,
Brasil) foram usados como combustivel e oxidante, respectivamente. Os parametros
instrumentais vazdo dos gases combustivel e oxidante e altura de observacao para
0os comprimentos de onda avaliados sao apresentados na Tabela 1, estes
parametros foram determinados através de otimizacdo realizada empregando o
software do equipamento para maximizagao das absorbancias obtidas.
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Tabela 1 - Pardmetros instrumentais utilizados.

A B (nm) Vazao (L h™) Altura de observacéo
Acetileno Oxido nitroso (mm)
249,773 245 462 6
249,677 245 462 6
A CS (nm) Vazdo (L h™) Altura de observagéo
Acetileno ar (mm)
257,595 120 594 7
257,958 120 594 7
A PO (nm)
246,400 90 594 7
247,620 100 594 9
247,780 90 594 6

Fonte: Autor.

3.3. Preparo das amostras

As amostras analisadas foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar
TE-394/2 (Tecnal®, Piracicaba, SP) por um periodo de 72 horas a 70°C e em
seguida moidas em moinho de facas Willey 648 (Tecnal®, Piracicaba, SP)
empregando peneira de 20 mesh. Para a digestdo das amostras foi utilizado um
bloco digestor para tubos de 400 mL com 15 posicdes TE — 040/25 (Tecnal®,
Piracicaba, SP). Para a incineracédo das amostras foi empregada uma mufla EDG®
7000. Os reagentes e amostras foram pesados em balanca analitica Bel Mark 210 A
com precisao de +0,0001g.

Foram analisadas as seguintes amostras adquiridas no comércio de
Araraguara — SP: Sene (Senna alexandrina), Hortelda (Mentha s.p.), Ginkgo Biloba
(Ginkgo biloba L.), Melissa (Melissa officinalis), Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia),
Ginseng (Panax ginseng), Guaco (Mikania glomerata), Camomila (Matricaria
chamomilla), Poejo (Mentha longifolia), Graviola (Annona muricata), Erva Doce
(Pimpinella anisum), Pata de Vaca (Bauhinia forficata), Erva Cidreira (Lippia alba),
Boldo do Chile (Plectranthus barbatus), Centelha Asiatica (Centella asiatica),
Chapéu de Couro (Echinodorus grandiflorus), Carqueja (Baccharis crispa Spreng),

Cascara Sagrada (Rhamnus purshiana) e Cavalinha (Equisetum arvense).
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Para avaliacdo da exatiddo do método foram analisados dois materiais
certificados: Trace Elements in Spinach Leaves (1570a) e Apple Leaves (1515)
(NIST, Gaithersburg, MD, EUA).

Dois métodos de preparo foram testados para avaliar qual o melhor para
preparar as amostras de materiais vegetais, levando em conta a sensibilidade da
HR-CS F AAS. Este estudo foi realizado com o material certificado Trace Elements
in Spinach Leaves (1570a).

Procedimento 1: Cinco gramas de amostra moida foram pesados e colocados em
uma capsula de porcelana, em seguida incinerada em mufla a uma temperatura de
500°C por 2 horas, com uma rampa de aquecimento de 5°C min™’. Apds esse
processo a amostra foi resfriada e umidificada com algumas gotas de agua. Foram
adicionados 5 mL de HCI 6 mol L™ e a soluc&o evaporada até proximo da secura, ao
residuo foram adicionados 10 mL de HCI 2 mol L™, a soluc&o foi entdo aquecida e
filtrada em baldes de 25 mL que foram entdo avolumados. Adaptado de Oliveira
(2010).

Procedimento 2: Dois gramas da amostra moida foram pesados e colocados em
um tubo de digestdo de 400 mL, a este foram adicionados 3,5 mL de H,0,, os tubos
foram vedados e deixados em repouso por um periodo de 18 horas, em seguida
adicionou-se 10 mL de HNO3; e a temperatura do bloco digestor foi elevada a 90°C
permanecendo neste patamar por 2 horas, em seguida elevou-se a temperatura
para 150°C ficando nesta condicdo por mais 2 horas. A solucéo foi evaporada até
proximo da secura, o residuo foi retomado em agua deionizada e, em seguida,
filtrado. Adaptado de Zarcinas et al. apud Zheljazkov e McNeil (2008).

Apés a avaliacdo dos métodos de preparo, todas as amostras foram digeridas
em triplicata (n=3) empregando o procedimento 2 e com a adi¢do de 5 mL de uma
solugdo 5000 mg L™ Ti apés a filtragem, sendo em seguida o volume completado
para 25 mL com agua. A adicao de Ti foi realizada somente nas amostras, pois, a
andlise dos brancos das mesmas nao apresentou interferéncia deste elemento nas

linhas de interesse dos analitos.
3.4 Procedimento analitico

Foram realizadas medidas nas linhas atomicas principal (249,773 nm) e

secundaria (249,677 nm) do boro, em trés linhas moleculares de PO (246,400 nm,
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247,620 nm e 247,780 nm) e em duas linhas moleculares de CS (257,595 nm e
257,958 nm). Avaliou-se também todas as possibilidades de somatério de
absorbancia das linhas atdmicas e moleculares para cada um dos trés elementos
visando incrementos na sensibilidade.

Avaliaram-se ainda os parametros de desempenho analitico obtidos pelo
incremento da area de integracdo da absorbancia no comprimento de onda para
areas de 1 pixel (central pixel, CP); 3 pixels (CP%1); 5 pixels (CP£2); 7 pixels
(CP+3) e 9 pixels (CPx4). A WIA foi aplicada para as linhas individualmente e para a
soma das mesmas.

Obtiveram-se os seguintes parametros de desempenho analitico, tanto para a
WIA como para o somatério de absorbancias: sensibilidade, coeficiente de
correlacéo linear (r), concentracdo caracteristica (Cp), limite de deteccdo (LOD),
limite de quantificacdo (LOQ) e precisédo (RSD%). Os limites de deteccao e
guantificacdo foram calculados de acordo com as recomendacdoes da IUPAC
(CURRIE, 1999).

Para a andlise das amostras foram obtidas curvas de calibracdo nas
seguintes faixas de concentracdo: 1,0 — 100 mg L™ B (0,0; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 25,0
50;0; 100,0), 50 — 2000 mg L™ P (0,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0; 800,0; 1000,0;
2000,0) e 50 — 2000 mg L™ S (0,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0; 800,0; 1000,0; 2000,0),
nas linhas 249,773 nm (B); 247,620 nm (PO) e 257,595 nm (CS) com areas de
integracéo de 3, 5 e 5 pixels, respectivamente e com tempo de integracdo de 3

segundos para todas as medidas. A vazdo da amostra foi fixada em 5 mL min™.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Enxofre e fésforo sdo essenciais para o desenvolvimento de vegetais, sendo
encontrados em concentracdes na faixa de 3000 mg kg™® e 2000 mg kg*,
respectivamente (MALAVOLTA, 2006). O boro € um micronutriente cujo
concentracdo média nas plantas é de 40 mg kg™ (FARAGO, 1994).

Devido as dificuldades na determinagéo de B, P e S em plantas e visando a
analise sequencial numa Unica aliquota de material vegetal, massas mais elevadas
precisaram ser utilizadas, além disso, a otimizacédo das condicfes operacionais para
melhoria da sensibilidade foi necessaria para viabilizar essas determinacdes.

4.1 Otimizacao das condi¢Oes para analise de B

Em HR-CS F AAS duas metodologias podem ser empregadas para
incremento da sensibilidade da técnica: a integracdo da absorbancia no
comprimento de onda e a soma das absorbancias em diferentes comprimentos de
onda.

Para determinar a melhor condigdo para determinagdo do boro foram
construidas curvas analiticas nas duas principais linhas atbmicas deste elemento
(249,773 nm e 249,677 nm) avaliando diferentes areas de integracdo e a soma de
absorbancias das diferentes linhas deste elemento.

O intervalo de trabalho e os principais parametros de desempenho analitico
(sensibilidade, coeficiente de correlacdo linear, concentracdo caracteristica, limite de
deteccédo e desvio relativo padréo) obtidos para o elemento boro estdo dispostos na
Tabela 2.

Tabela 2 - Intervalo de trabalho (mg L™), sensibilidade (b), coeficiente de correlacdo linear
(), concentracdo caracteristica (Co, mg L™, limite de deteccdo (LOD, mg L™) e desvio
relativo padrdo (RSD, %) para as linhas atbmicas principal, secundaria e soma, em
diferentes numeros de pixels para o B.

1 pixel (CP)
A B (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
249,773 1-100 1,9x10*/ 0,9989 23,5 0,5 4,6
249,677 2-100 9,7x10°/0,9990 45,5 34 54

249,773+249,677 2-100 2,8x10*/0,9989 15,5 1,2 6,2
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Tabela 2. Continuacgéo

3 pixels (CP+1)

A B (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
249,773 1-100 5,2x10™/ 0,9989 8,5 0,5 4,4
249,677 2-100 2,7x10"/ 0,9990 16,5 2,9 5,3
249,773+249,677 2-100 7,8x10"/ 0,9989 5,6 1,0 6,9
5 pixels (CP£2)
A B (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
249,773 1-100 7,5x10/ 0,9989 5,9 0,6 4,3
249,677 2-100 3,8x10°/ 0,9992 11,5 3,0 5.2
249,773+249,677 2-100 1,1x10°/ 0,9990 3,9 11 6,4
7 pixels (CP£3)
A B (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
249,773 1-100 8,7x10"/ 00,9988 51 1,0 4,1
249,677 2-100 4,4x10%/0,9993 10,0 3,3 53
249,773+249,677 2-100 1,3x10°%/ 0,9990 3,3 1,3 5,7
9 pixels (CP£4)
A B (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
249,773 1-100 9,1x10"/ 0,9987 4,8 1,5 5,6
249,677 2-100 4,6x10"/0,9993 9,5 3,8 6,8
249,773+249,677 2-100 1,4x10°/ 0,9991 3,2 1,6 5,6

Fonte: Autor.

Com base nos dados da Tabela 2 observa-se que o coeficiente angular das
curvas de calibracdo, que indica a sensibilidade, variou de 1,9x10* a 9,1x10™ para a
linha principal (249,773 nm), de 9,7x10™ a 4,6x10™ para a linha secundéaria e de
2,8x10* a 1,4x10° para a soma das absorbancias e a concentracdo caracteristica foi
reduzida de 23,5 para 4,8 mg L™ (249,773 nm), de 45,5 para 9,5 mg L™ (249,677
nm) e, de 15,5 para 3,2 mg L™ (249,773 nm + 249,677 nm) quando se variou a area
de integragdo de 1 a 9 pixels. O coeficiente de correlagao linear foi superior a 0,998
para todas as condicdes.

Os melhores parametros de desempenho analitico foram obtidos com area de
integracdo equivalente a 3 pixels para as linhas isoladas e para a soma de linhas.
Isso se deve ao estreito perfil do pico de absorcdo do boro, pois para maiores areas

de integracdo o ganho em absorbéancia é pequeno em comparacdo ao ruido
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agregado j& que os pixels mais distantes do centro do pico se encontram em regiées
de maior flutuagdo do sinal analitico (HEITMANN et al. 2007), como observado na

Figura 4.

Figura 4 - Espectro caracteristico obtido com padrdo de 100 mg L™ B por HR-CS F AAS
para o dublete do boro, linha principal (A=249,773 nm) e linha secundaria (A=249,677 nm).
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Fonte: Autor.

A analise da Tabela 2 revela que variando a WIA para a linha principal de CP
para CP+1 ha um ganho de aproximadamente 3 vezes na sensibilidade, enquanto
que de CPzl1 para CPx2 apresenta um ganho de apenas 1,4 vezes. Aumentar a
area de integracdo além de 3 pixels contribui muito pouco para o ganho em
sensibilidade (Figura 5). Quanto maior a area utilizada o aumento da absorbancia
integrada € inferior ao incremento do erro associado as medidas por causa da
reducado da relacéo sinal/ruido nas areas mais distantes do centro do pico devido ao
pequeno sinal analitico, préximos ao ruido instrumental, referente a estes pixels.

Variando a area de integracao, tem-se que para todos os numeros de pixels
avaliados o limite de detecc¢éo para a linha principal sempre demonstrou 0s menores
niveis, estando abaixo até mesmo dos valores obtidos para a soma de linhas. Neste
ponto € importante frisar que o desvio padrao utilizado para calculo do limite de
deteccédo e de quantificagdo corresponde ao desvio padrao resultado da propagacao

de erros, ou seja, ¥ SDP""° = (SD} + SD; )'/?, onde A; e %, sd0 0s comprimentos

de onda do dublete do boro (249,773 e 249,677 nm).
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Figura 5 - Curvas de calibracdo para a linha principal do boro (A= 249,773 nm) obtidas pela
variagdo da area de integracdo entre 1 e 9 pixels.
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Fonte: Autor.

Ja a concentracdo caracteristica (Cp) tem seus menores valores para as
linhas principal, secundaria e somadas com é&rea de integracdo de 9 pixels, no
entanto, o limite de detec¢cdo ndo apresenta 0 mesmo comportamento: decresce até
certo incremento da area de integracdo e, em seguida, passa a crescer. Essa
diferenca de comportamento entre Co e LOD deve-se a dependéncia da

0,0044

concentracdo caracteristica com o coeficiente angular (CO = ) o qual cresce

com o aumento da area de integracdo. Como o LOD é dependente da sensibilidade
e do desvio padréao (SD) de 12 medidas do branco, para que se obtenham melhores
LOD é preciso que o aumento do coeficiente angular para maiores areas de
integracdo seja superior ao aumento do desvio padrdo. No entanto, para WIA maior
gue 3 pixels (B) e 5 pixels (P e S), hd uma maior flutuacao do sinal analitico préximo
ao zero nas medidas do branco devido a maior area englobada na integracéo e o
aumento do desvio padrao € maior que o incremento do coeficiente angular obtendo-
se maiores valores de LOD apesar da melhoria da sensibilidade e de C.

O somatorio de linhas ndo contribuiu significativamente para ganhos em LOD
devido a diferenca de sensibilidade entre as linhas da ordem de duas vezes. Nesta
situacdo a contribuicdo da linha secundaria para a absorbancia total foi inferior ao

erro agregado pelo somatorio das linhas. Na Figura 6 sdo apresentadas curvas de
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calibracdo obtidas para as linhas isoladas e para a soma das duas linhas atémicas.
Nota-se que ha um ganho em sensibilidade de 1,5 vezes em relacdo a linha
principal. Este aumento € inferior aquele observado quando se aumenta a area de
integracdo o que indica vantagens no emprego da WIA comparativamente ao

somatorio de absorbancias.

Figura 6 - Curvas de calibragdo obtidas para a linha a principal (A,), linha secundaria (A;) e
soma de linhas (A;+ A;) para o boro com &rea de integracdo igual a 3 pixels.
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Fonte: Autor.

A concentracdo caracteristica calculada para a linha principal para area de
integracéo equivalente a 3 pixels foi de 8,5 mg L™. Esse valor encontra-se préximo
do sugerido no manual de operacéo fornecido pelo fabricante (6,6 mg L™) e cerca de
1,8 vezes mais sensivel que o obtido em espectrometria de absorcdo atbmica em
chama com fonte de linhas (15 mg L™) para o mesmo comprimento de onda, o que
demonstra o potencial e a maior sensibilidade apresentada pela HR-CS AAS (WELZ;
SPERLING, 1999).

Desta forma, devido aos melhores resultados associados a linha principal com
area de integracdo de 3 pixels, esta condicdo foi escolhida para os estudos

subsequentes envolvendo a analise de plantas medicinais.
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4.2 Otimizacao das condi¢Oes para analise de P

A determinacéo do fosforo foi efetuada por meio da molécula diatdmica de
monoxido de fésforo (PO). O espectro molecular, como discutido anteriormente,
apresenta um maior numero linhas, sendo que varias destas apresentam
sensibilidades proximas. Dessa forma foram selecionados trés diferentes
comprimentos de onda (246,400 nm; 247,620 nm e 247,780 nm) e avaliaram-se as
diferentes areas de integracdo e todas as combinacées de soma de absorbancias
dessas linhas.

A Tabela 3 apresenta o intervalo de trabalho das curvas de calibragdo e os
principais parametros de desempenho analitico associados as linhas moleculares de

PO para escolha da melhor condicdo de analise.

Tabela 3 - Intervalo de trabalho (mg L™), sensibilidade (b), coeficiente de correlacéo linear
(), concentracdo caracteristica (Co, mg L™, limite de deteccdo (LOD, mg L™) e desvio
relativo padréo (RSD, %) para as trés linhas moleculares de PO analisadas e para todas as
possibilidades de soma, em diferentes areas de integragéo.

1 pixel (CP)
A PO (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
246,400 50 — 2000 4,6x10°/0,9985  964,1 32,9 4,8
247,620 50 — 2000 3,0x10°/0,9968 1455,0 32,0 2,6
247,780 50 — 2000 3,8x10°/0,9988 1171,8 39,7 4,8
246,400+247,620 50 — 2000 7,6x10°/0,9981  579,8 21,6 4,4
246,400+247,780 50 — 2000 8,3x10°/0,9988  528,9 23,7 52
247,620+247,780 50 — 2000 6,8x10°/0,9981  649,1 26,5 2,8
246,400+247,620+247,780 50 — 2000 1,1x10°/0,9984  388,0 18,5 3,5
3 pixels (CP+1)
A PO (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
246,400 50 — 2000 1,3x10°/0,9986  332,3 27,2 4,7
247,620 50 — 2000 8,4x10°/0,9974  523,9 16,4 2,0
247,780 50 — 2000 1,1x10°/0,9989  394,0 39,3 4,1
246,400+247,620 50 — 2000 2,3x10°/0,9982  190,1 17,3 4,0
246,400+247,780 50 — 2000 2,4x10°/0,9988 1814 20,7 4,8
247,620+247,780 50 — 2000 1,9x10°/0,9983  226,8 18,6 1,9
246,400+247,620+247,780 50 — 2000 3,3x10°/0,9985  134,8 15,6 3,1
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5 pixels (CP+£2)

A PO (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
246,400 50 — 2000 2,0x10°/0,9984  211,3 28,1 4,5

247,620 50 — 2000 1,2x10°/0,9974  358,0 13,7 2,2

247,780 50 — 2000 1,7x10°/0,9989  251,1 48,8 4,8
246,400+247,620 50 — 2000 3,2x10°/0,9982  135,1 16,7 4,0
246,400+247,780 50 — 2000 3,8x10°/0,9987 116,44 24,9 50
247,620+247,780 50 — 2000 3,0x10°/0,9984  147,6 21,1 2,6
246,400+247,620+247,780 50 — 2000 5,0x10°/ 0,9985 87,8 17,4 3,3

7 pixels (CP£3)

A PO (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
246,400 50 — 2000 2,6x10°/0,9981 1721 30,5 51

247,620 50 — 2000 1,5x10°/0,9978  301,6 15,6 3,1

247,780 50 — 2000 2,3x10°/0,9989  191,3 76,1 5,7
246,400+247,620 50 — 2000 4,0x10°/0,9981  109,6 17,9 4,8
246,400+247,780 50 — 2000 4,8x10°/ 0,9986 90,6 33,6 5,7
247,620+247,780 50 — 2000 3,8x10°/0,9985  117,0 31,1 4,3
246,400+247,620+247,780 50 — 2000 6,3x10°/ 0,9985 69,7 22,3 4,1

9 pixels (CPx4)

A PO (nm) Inter. de trab. b/r Co LOD RSD
246,400 50 — 2000 2,9x10°/0,9978  150,8 37,0 6,1
247,620 50 — 2000 1,6x10°/0,9983  278,1 17,5 6,7
247,780 50 — 2000 2,8x10°/0,9990 160,1 96,7 5,8
246,400+247,620 50 — 2000 4,5x10°/0,9981 97,8 21,2 6,9
246,400+247,780 50 — 2000 5,7x10°/ 0,9986 77,7 42,0 6,7
247,620+247,780 50 — 2000 4,3x10°/0,9988  101,6 37,4 7,4
246,400+247,620+247,780 50 — 2000 7,2x10°/ 0,9986 60,7 26,9 57

Fonte: Autor.

A analise destes resultados revela que para todas as situacfes o coeficiente

de correlacao linear foi >0,997. Quando a area de integracdo variou de 1 para 9

pixels, os coeficientes angulares das curvas aumentaram 6,3 vezes para a linha
246,400 nm; 5,3 vezes para a linha 247,620 nm e 7,4 vezes para a linha 247,780
nm. O coeficiente angular maximo foi obtido para a soma das trés linhas (7,2x10™),
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porém esta situacdo forneceu elevado desvio padrdo, tornando o somatério de
linhas menos vantajoso que a WIA.

Na Figura 7 sdo apresentados os espectros de absor¢édo molecular associado
as trés linhas moleculares avaliadas de PO. Em todos o0s espectros € possivel
observar varias linhas caracteristicas de estruturas de banda fina (transicdes

rotacionais e vibracionais) geradas por moléculas diatbmicas.

Figura 7 - Espectros caracteristicos obtidos com padrdo de 2000 mg L™ P por HR-CS F
AAS para as linhas moleculares de PO: a) 247,780 nm; b) 246,400 nm; c) 247,620 nm.
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Fonte: Autor.

A melhor condicdo analitica foi encontrada para a linha 247,620 nm e area de
integracdo equivalente a 5 pixels, fornecendo um LOD de 13,7 mg L™. Este valor é
cerca de 14% menor do que obtido para a soma de todas as linhas nas mesmas

condicdes. A obtencdo deste melhor resultado para CP+2 se deve ao perfil mais
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largo do pico de absorcdo apresentado por esta linha, pois, nesse caso a integracao
até 5 pixels gera ganhos de sinal que suplantam o incremento do ruido.

A Figura 8 apresenta curvas de calibracdo obtidas para diferentes areas de
integracdo. E possivel notar que ha incrementos significativos de absorbancia até 7
pixels devido ao perfil mais largo do pico, no entanto em areas maiores que CP+2 0s
desvios das medidas aumentam (Tabela 3), porque a integracdo inclui ruidos
elevados. Dessa forma tem-se que a area de integracao equivalente a 5 pixels foi a

melhor condicéo analitica.

Figura 8 - Curvas de calibragédo para a linha molecular de PO (A= 247,620 nm) obtidas pela
variacdo da area de integracdo entre 1 e 9 pixels.
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Fonte: Autor.

Na Figura 9 sdo apresentadas as curvas de calibracdo obtidas pelo somatorio
de linhas para todas as possibilidades de soma das absorbancias das trés linhas
selecionadas. Devido a existéncia de um maior nimero de linhas moleculares com
sensibilidades proximas, o uso do somatorio de linhas é mais eficaz do que para
linhas atdmicas. No entanto, um maior nimero de linhas deve ser somado para que
melhores resultados sejam obtidos (RESANO; BRICENO; BELARRA, 2009).
Contudo o programa de controle do equipamento ndo faz os calculos para somatério
de absorbancias automaticamente, assim o0 tempo gasto e o extenso tratamento
manual de dados necessario apos as medidas torna essa pratica desfavoravel para

0 seu uso em rotinas analiticas. No caso do estudo realizado os melhores
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parametros de desempenho analitico foram obtidos com a linha 247,620 nm,

isoladamente.

Figura 9 - Curvas de calibracdo obtidas para as linhas 246,400 nm (A1), 247,620 nm (A,),
247,780 nm (A3) e soma de linhas para o fosforo com area de integracéo igual a 5 pixels.
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Fonte: Autor.

Com base nos resultados obtidos para as varias possibilidades avaliadas para
melhoria da sensibilidade optou-se por trabalhar com a linha 247,620 nm com é&rea
de integracdo de 5 pixels para as andlises subsequentes envolvendo plantas

medicinais.
4.3 Otimizacao das condi¢cfGes para analise de S

Para a determinagdo do enxofre foram avaliadas duas linhas moleculares
(257,595 nm e 257,958 nm) da banda de transicao eletrébnica da molécula diatdmica
de monosulfeto de carbono (CS). Ambas as linhas foram escolhidas, como para o
fésforo, por serem as mais sensiveis.

Na Tabela 4 sdo expostos os resultados obtidos para as curvas de calibracéo
construidas para avaliar a melhor condi¢cdo analitica para enxofre via moléculas de
CS usando a soma de absorbancias e a integracdo da absorbancia nos

comprimentos de onda.
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Tabela 4 - Intervalo de trabalho (mg L™), sensibilidade (b), coeficiente de correlacdo linear
(), concentracdo caracteristica (Co, mg L), limite de deteccdo (LOD, mg L™) e desvio
relativo padréo (RSD, %) para as linhas moleculares de CS analisadas e para o somatorio
de linhas, em diferentes areas de integracao.

1 pixel (CP)

A CS (nm) Inter. de trab. b/R Co LOD RSD
257,595 50 - 2000 2,2x10°/0,9997 19555 40,0 5,9
257,958 50 — 2000 1,7x10°/0,9983  2614,4 53,5 14,6

257,595+257,958 50 — 2000 3,9x10°/0,9997 1119,0 30,5 10,4
3 pixels (CP£1)

A CS (nm) Inter. de trab. b/R Co LOD RSD
257,595 50 — 2000 6,2x10°/0,9996  636,3 38,7 4.4
257,958 50 - 2000 4,4x10°/0,9980 1006,2 54,9 10,5

257,595+257,958 50 - 2000 1,0x10°/ 0,9994 416,3 31,2 6,7
5 pixels (CP+£2)

A CS (nm) Inter. de trab. b/R Co LOD RSD
257,595 50 — 2000 8,6x10°/0,9996  509,1 34,7 4,6
257,958 50 — 2000 5,3x10°/0,9969  832,9 73,8 10,7

257,595+257,958 50 — 2000 1,4x10°/0,9994  315,9 39,3 6,2
7 pixels (CP£3)

A CS (nm) Inter. de trab. b/R Co LOD RSD
257,595 50 — 2000 9,6x10°/0,9997  470,1 49,8 54
257,958 50 — 2000 4,1x10°/0,9963  1069,0 138,5 22,8

257,595+257,958 50 — 2000 1,4x10°/0,9993  320,0 54,5 9,0
9 pixels (CPz4)

A CS (nm) Inter. de trab. b/R Co LOD RSD
257,595 50 - 2000 9,9x10°/ 0,9997 4417 51,2 5,8
257,958 50 - 2000 2,1x10°/0,9761 2116,4 346,3 24,8

257,595+257,958 50 - 2000 1,2x10°/ 0,9988 365,4 72,3 11,9

Fonte: Autor.

Observa-se um aumento de 4,5 vezes na sensibilidade da linha 257,595 nm
guando a area de integracdo varia de 1 a 9 pixels. Para a linha 257,958 nm ocorre
um aumento de aproximadamente 3 vezes em sensibilidade de 1 a 5 pixels. A partir
deste ponto ha um decréscimo do coeficiente angular em funcao do perfil do sinal de
absorcdo molecular que é ligeiramente mais estreito do que o associado a linha
257,595 nm (Figura 10).
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As linhas moleculares de CS, assim como as linhas estudadas para a
molécula de PO, apresentam um perfil de pico largo de forma que os melhores
parametros de desempenho analitico foram obtidos com uma area de integracéo
igual a CP+2.

Figura 10 — Espectros de absorgéo molecular de CS relativo a 2000 mg L™ S obtido por HR-
CS F AAS para as linhas a) 257,595 nm e b) 257,958 nm.
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Fonte: Autor.

A Figura 11 apresenta curvas de calibracdo para o enxofre obtidas para
diferentes areas de integracdo. Incrementos significativos em sensibilidade séo
observados para areas de integracao de até 5 pixels, a partir deste ponto o ganho
em absorbancia € pequeno, sendo a utilizagdo de um numero maior de pixels
desvantajosa. E possivel observar que quando a area de integracéo é variada de 7

para 9 pixels se tem um ganho de apenas 0,03 em sensibilidade, sendo a



52

guantidade de ruido somada nesse caso muito superior ao sinal analitico, gerando

aumentos no limite de deteccéo e no RSD.

Figura 11 - Curvas de calibracdo para enxofre empregando a linha molecular de CS (A=
257,595 nm) obtidas em diferentes areas de integracao (1 a 9 pixels).
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Fonte: Autor.

A Figura 12 ilustra curvas de calibragcdo obtidas para o somatério de
absorbancia das linhas. Observa-se que a soma das linhas praticamente dobra o
sinal analitico obtido, sendo os parametros de desempenho analitico para pequenas
areas de integracdo melhores que as encontradas para as linhas isoladas, ou seja, a
soma dos erros associados a cada linha é inferior ao ganho em sensibilidade. No
entanto, a linha 257,595 nm e area de integracao de 5 pixels resultou em limite de
deteccdo de 34,7 mg L' (440 mg kg™), correspondendo a um concentracdo de
enxofre cerca de 7 vezes abaixo dos usualmente encontrados em materiais vegetais
(240 mg L™*; 3000 mg kg™).
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Figura 12 - Curvas de calibracdo para enxofre empregando as linhas 257,595 nm (A,),
257,958 nm (A;) e soma de linhas (A;+ A,) para o enxofre com area de integracdo igual a 5
pixels.
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Fonte: Autor.

O melhor limite de deteccdo (30,5 mg L™) foi obtido para a soma de linhas e
area de integracao equivalente a 1 pixel, sendo este LOD cerca de 10% menor que
0 correspondente a linha isolada. Porém, levando em consideracédo o dispendioso
tratamento manual de dados, a pequena diferenca em sensibilidade e os melhores
RSD obtidos para a linha 257,595 nm, optou-se por esta linha e area de integragcéo

de 5 pixels para as analises das amostras.

4.4 Resultados obtidos para os diferentes procedimentos de preparo da

amostra

Devido a baixa concentracdo de boro e a baixa sensibilidade obtida para P e
S foi necessario 0 uso de uma massa mais elevada de amostra, de forma que os
trés elementos se situassem no intervalo de trabalho das respectivas curvas de
calibracdo e pudessem ser determinados sequencialmente. Dessa forma a digestao
por microondas foi descartada e dois procedimentos diferentes (incineracdo e
digestdo por via umida em bloco) foram avaliados para determinar qual o melhor
método para preparo das amostras de planta medicinal.
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O procedimento de preparo via incineracdo ndo apresentou bons resultados

para os trés analitos (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultados da determinacéo de B, P e S no material certificado Trace Elements
in Spinach Leaves preparado via incineracao.

B (mgkg') Rec. (%) P(mgkg") Rec.(%) S(mgkg™h) Rec. (%)

Valor obtido 19,8 £8,3 52,6 460 + 14,1 8,9 2050 + 49,5 44,6
Valor 37,6 +1,0 - 5180 + 11,0 - 4600* -

certificado

*Valor de referéncia.

Fonte: Autor.

As recuperacdes de B e S foram de aproximadamente 50%, enquanto que a
de fésforo foi de 8,9%. A baixa recuperacdo do enxofre se deve a perdas deste
elemento por meio de espécies volateis como o diéxido de enxofre (SO,) durante o
processo de incineracdo (WANG et al. 1999). O boro apresenta perdas pela
volatilizacdo da espécie H3BO3; (ZHELJAZKOV; McNEIL, 2008). Além de ineficiente,
este procedimento apresentou longos tempos de preparo e consumiu um grande
volume de &cidos.

O material certificado Trace elements in Spinach Leaves foi preparado entao
pelo procedimento de digestdo por via umida que forneceu melhores resultados:
valores concordantes com os valores certificados para B e S, porém, a concentracéo

de P encontrado foi de 11% em relac&o ao valor certificado (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultados da determinacdo de B, P e S no material certificado Trace Elements
in Spinach Leaves preparado por digestao em via Umida.

B (mgkg?) Rec.(%) P(mgkg"' Rec. (%) S(mgkg’) Rec. (%)

Valor obtido 30,9+1,3 82,2 600 + 30,0 11,6 4300 + 10,0 93,5
Valor 37,6 +1,0 - 5180 + 11,0 - 4600* -
certificado

*Valor de referéncia.

Fonte: Autor.

O fosforo se encontra em tecidos vegetais, em sua maioria, na forma de

moléculas estaveis e pouco volateis de fosfato (P03™), de modo que a perda deste
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elemento durante o processo de digestdo é pouco provavel. Além disso, o fosfato
forma normalmente espécies altamente estaveis com o calcio, o qual também esta
presente  em concentragcdes elevadas em tecidos vegetais, pois € um
macroelemento necessario ao seu desenvolvimento.

A presenca de calcio na amostra, leva a formacdo de fosfato de calcio
(Caz(P0Oy)2) que é extremamente estavel e ndo se dissocia na chama, impedindo a
formacao das moléculas diatbmicas de PO utilizadas para determinacao do fosforo a
partir do precursor fosfato, gerando dessa maneira uma supressdo do sinal e,
consequentemente, baixas recuperagoes.

Segundo a literatura, a adicado de titanio favorece a formacao de titanatos de
calcio (CaTiO3) mais estaveis que o fosfato de calcio deixando o fosfato livre em
solucéo para a producdo das moléculas diatbmicas de PO na chama, permitindo a
determinacao do fésforo (HUANG et al. 2006c¢).

Com base nesta informagao dois materiais certificados foram preparados pelo
procedimento 2 com a adicdo de 5 mL de uma solucdo 5000 mg L™ Ti. Nesta

condicao resultados satisfatérios foram obtidos (Tabela 7).

Tabela 7 - Resultados da determinacéo de B, P e S (mg kg™) nos materiais certificados
Apple Leaves (1515) e Trace elements in Spinach Leaves (1570a) preparados pelo método
proposto.

Valor obtido Valor certificado
SRM
B P S B P S
247 + 0,6 1490,0+ 2150,0+x 27,0+x2,0 1590,0+ 1800,0*
1515 70,0 40,0 11,0
450+2,9 5700,0+ 5300,0+ 376+x10 5180,0+ 4600,0*
1570a

30,0 40,0 11,0

*Valor de referéncia.

Fonte: Autor.

O teste t-pareado foi aplicado entre as médias experimentais e os valores
certificados para B e P e néo certificado para enxofre, e os resultados obtidos foram

concordantes a um nivel de confianca de 98% para B e 95% para P e S.
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4.5 Determinacao de B, P e S em amostras de plantas medicinais

Depois de estabelecidas as melhores condi¢gbes analiticas e o melhor método
de preparo das amostras, foram feitas as determinagbes de B, P e S em 19
amostras de plantas medicinais empregando o método desenvolvido.

Na figura 13 sdo apresentadas as curvas de calibracéo obtidas para B, P e S

para analise das amostras utilizando as condi¢des previamente otimizadas.

Figura 13 - Curvas de calibracdo obtidas empregando as linhas 249,773 nm; 247,620 nm e
257,595 nm com é&reas de integragdo de 3; 5 e 5 pixels, para B, P e S, respectivamente.
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Fonte: Autor.

As concentracbes dos analitos presentes nas 19 amostras de plantas
medicinais se situaram na faixa de concentracdes entre 8,5 — 34,5 mg kg™ para B,
671,9 — 3910,9 mg kg™ para P e de 721,0 a 7652,9 mg kg™ para S (Tabela 8). Os
valores encontrados estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura para
esses elementos em matriz vegetal (FARAGO, 1994; MALAVOLTA, 2006; STREET
et al. 2008).
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Tabela 8 - Resultados (mg kg™ + SD) para determinacéo de B, P e S (n=3) em amostras de
plantas medicinais empregando o método proposto.

Amostras B P S
Boldo do Chile 85+19 818,8 £103,0 754,4 £ 47,4
Camomila <LOD 3910,9 £ 130,0 3143,0 £182,1
Carqueja 135+1,2 671,9+10,5 798,0 £49,3
Cascara Sagrada 129+3,8 681,0 £129,8 <LOD
Cavalinha <LOD <LOD <LOD
Centelha Asiatica <LOD 1408,9 £ 16,0 1718,2 + 155,3
Chapéu de Couro <LOD 2955,8 £ 25,0 1249,8 + 65,8
Cidreira <LOD 817,7 £97,0 1149,8 + 75,3
Erva Doce 19,8+1,9 2420,7 £ 55,9 2860,7 + 35,3
Espinheira Santa 205+1,8 753,9 £10,7 1542,7 + 36,5
Ginkobiloba 34,5+3,0 1346,5 £ 61,3 1469,7 + 80,6
Ginseng 8,6+1,2 2032,8 £219,1 2032,7 £ 40,0
Graviola 16,5+1,9 719,8 £ 165,7 1862,7 + 166,0
Guaco <LOD 706,7 £ 18,8 2244,2 + 38,2
Hortela 19,4+35 1479,1 + 223,6 7652,9 £ 132,8
Melissa <LOD 2137,5+128,2 2756,5 £ 99,2
Pata de Vaca <LOD 1786,9 £ 35,1 721,0+£434
Poejo 9,7+0,3 2755,1 £ 143,0 2503,0 £ 83,2
Sene 30,1+25 <LOD 1486,1 + 51,7

Fonte: Autor.

Utilizando a metodologia desenvolvida foi possivel determinar a concentracéo
de boro em 11 amostras e de P e S em 17 amostras. O desvio padréo relativo
(n=12) para a amostra de Poejo (Mentha longifolia) contendo 9,7 mg kg™ B; 2755,1
mg kg™ P e 2503,0 mg kg™ de S foram de 3%, 5% e 4%, respectivamente.

O limite de deteccdo calculado para a base seca foi de 5,8 mg kg™ B, 172 mg
kgt P, e 440 mg kg* S, valores estes inferiores as concentragdes normalmente
encontrados em tecidos vegetais possibilitando a analise desses elementos em

pequenas concentracdes em amostras desse género.
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5 CONCLUSAO

A espectrometria de absorgcdo atdmica de alta resolu¢cdo com fonte continua
se mostrou consistente na producao de curvas de calibracdo para andlise de B, P e
S.

A absorbancia integrada no comprimento de onda se mostrou mais eficiente
na melhoria dos parametros de desempenho analitico do que a utilizagdo do
somatorio das absorbancias de diferentes linhas, devido principalmente aos erros
acumulados quando as absorbancias sdo somadas.

Os menores limites de deteccdo para B e P foram obtidos integrando a
absorbancia nos comprimentos de onda 249,773 nm e 247,620 nm usando 3 e 5
pixels, respectivamente. O somatodrio de absorbancias para as linhas de CS em
257,595 nm e 257,958 nm forneceu um limite de detec¢cdo somente 10% inferior ao
obtido para a linha 257,595 nm, isoladamente, com area de integracédo de 5 pixels.

O procedimento de preparo da amostra por digestdo em via Umida com
massa de 2,0 gramas de amostra apresentou boas recuperacdes dos trés analitos e
permitiu a determinagéo destes sem necessidade de novas dilui¢des.

A adicéo de titanio as amostras para a formacao de compostos mais estaveis
com o calcio possibilitou a determinagdo de fosforo por meio da molécula de
monoxido de fosforo.

As concentra¢cOes determinadas para os analitos variaram entre 8,5 — 34,5 mg
kg™ para B, 671,9 — 3910,9 mg kg™ para P e de721,0 a 7652,9 mg kg™ para S. Estes
valores estdo acima do limite de deteccdo calculado para a base seca para estes
elementos: 5,8 mg kg™ B, 172 mg kg™ P, e 440 mg kg™ S.

O uso da metodologia analitica desenvolvida neste trabalho permitiu a
determinacdo sequencial de B, P e S em uma Unica aliquota das amostras de

plantas medicinais empregando as potencialidades instrumentais da HR-CS F AAS.
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