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RESUMO
Nesse trabalho é apresentado o desenvolvimento de um método de extragdo em fase
solida in situ (SPE-ISS) para determinacdo de cromo(lll) em amostras de infusdo de
fitoterapicos, utilizando F AAS (do inglés — flame atomic absorption spectrometry).
Assim, a fim de avaliar a composi¢édo inorgénica de amostras de plantas medicinais
(caléndula, camomila, carqueja, chad verde, chapéu de couro, melissa e passiflora)
utilizou-se 0 EDXRF (Fluorescéncia de raios X por energia dispersiva), onde se
percebeu a presenca de metais essenciais para as plantas além de metais toxicos.
Posteriormente, realizou-se a analise quantitativa de alguns ions metalicos em amostras
de infusdo preparadas a partir destas plantas, sendo que o ion Fe(lll) foi o Unico
encontrado em concentracdo consideravel, enquanto Pb(Il), Cr(lll), e Cd(ll)
apresentaram concentracdes abaixo do limite de deteccdo da técnica. Diante disso,
torna-se necessario o desenvolvimento de métodos de extracdo e de pré-concentracdo,
que permitam a determinacdo de Cr(lll) de forma simples e segura, mesmo quando
presente em baixas concentraces. Neste trabalho, 0 método SPE-ISS foi otimizado por
meio de técnicas multivariadas, e os resultados encontrados apontaram que a formacao
do complexo Cr-PAN é favorecida em pH 9,5, com o complexante em concentracdo
0,18 mmol L. Para otimizacdo da formacdo da fase sélida e extragdo foram utilizados
planejamentos fatoriais e superficies de resposta, que apontaram o uso de CTAB como
agente transferidor de fase, NaClO, 0,26 molL™ como pareador i6nico e tempo de
agitacdo de 7,5 minutos. Estudos dos possiveis interferentes apontaram interferéncia
negativa dos ions metélicos Al(I11), Zn(11), Fe(I1l) e Ca(ll). O desempenho analitico foi
avaliado por meio dos parametros, fator de pré-concentracdo, limite de deteccdo (LD) e
limite de quantificacdo (LQ) e os valores encontrados foram 1,66 pg L e 5,5 pg LY,
respectivamente. Ja a precisdo (DPR) intra-dia e inter-dia foi de 0,001% e 0,0004%,
respectivamente, sendo a faixa linear do método de 250 a 5000 pg L™, apresentando
potencialidade para determinar baixas concentragdes de cromo. Por fim, a exatiddo do
método foi avaliada a partir de andlise de material certificado de referéncia de agua
(APS-1071), além de testes de recuperagdo em amostras de agua e infusbes de plantas

medicinais, tendo sido encontrados valores na faixa de 77,60 — 116%.

Palavras-chave: Fitoterapicos, extracdo, in situ, F AAS



ABSTRACT

This work presents the development of an in situ solid phase extraction method (SPE-
ISS) for the determination of chromium (I11) in herbal infusion samples using flame
atomic absorption spectrometry (F AAS). Thus, in order to evaluate the inorganic
composition of medicinal plant samples (calendula, chamomile, carqueja, green tea,
leather hat, melissa and passiflora) we used the EDXRF (Dispersive Energy X-ray
Fluorescence). the presence of plant essential metals in addition to toxic metals.
Subsequently, a quantitative analysis of some metal ions was performed in infusion
samples prepared from these plants, and Fe(lll) was the only one found in considerable
concentration, while Pb(I1), Cr(lll), and Cd(ll) presented concentrations below the
detection limit of the technique. Therefore, it is necessary to develop extraction and
preconcentration methods that allow the determination of Cr(lll) simply and safely,
even when present in low concentrations. In this work, the SPE-ISS method was
optimized by multivariate techniques, and the results showed that the formation of the
Cr-PAN complex is favored at pH 9.5, with the complexant at 0.18 mmol L™
concentration. For optimization of solid phase formation and extraction, factorial design
and response surfaces were used, which pointed to the use of CTAB as phase transfer
agent, NaClO, 0.26 mol L™ as ionic pairer and agitation time of 7.5 minutes. Studies of
possible interferents indicated negative interference of the metallic ions AI(II), Zn(ll),
Fe(lll) and Ca(ll). The analytical performance was evaluated by the parameters,
preconcentration factor, detection limit (LD) and limit of quantification (LQ) and the
values found were 1.66 pg L™* and 5,5 pg L™, respectively. The intra-day and inter-day
precision (RPD) was 0.001% and 0.0004%, respectively, being the linear range of the
method from 250 to 5000 pug L™, presenting the potential to determine low chromium
concentrations. Finally, the accuracy of the method was evaluated from analysis of
certified reference water material (APS-1071), as well as recovery tests on water
samples and herbal infusions 77.60 - 116%.

Key words: Phytotherapeutics, extraction, in situ, F AAS
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais séo capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém tradicéo
de uso como remédio em uma populacdo ou comunidade desde séculos passados, como
mostram alguns manuscritos datados em 1500 anos a.C., feitos em Papiro de Ebers
(LIMA, et al., 2006; BETTEGA, et al., 2011; RATES, 2001). Para serem usadas, é
necessario conhecer a planta, bem como saber onde colhé-la e como preparé-la.

Quando a planta medicinal é industrializada para se obter um medicamento, tem-
se como resultado o fitoterapico. Todos os medicamentos fitoterapicos industrializados
devem ser registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e no
Ministério da Salde antes de serem comercializados.

Medicamentos “fitoterapicos” consistem em uma mistura complexa de uma ou
mais substancias presentes na planta que sdo preparados adequadamente e
posteriormente prescritos em obediéncia a legislacdo vigente. Sdo regulamentados no
Brasil como medicamentos convencionais e tém que apresentar critérios de qualidade,
seguranca e eficacia requeridos pela ANVISA (DI STASI, 2007).

Os fitoterdpicos podem ser utilizados nas mais variadas férmulas, como
capsulas, comprimidos, géis, pomadas, solugcdes aquosas, solucdes hidroalcoolicas e
infusdes, que sdo conhecidas como chas. A escolha é realizada pelo profissional de
salde, que determina a dosagem e a apresentacdo ideais, buscando melhor acdo e
adesdo ao tratamento (FRANCISCO, 2010).

Nos ultimos anos, houve um aumento crescente na utilizacdo destes
medicamentos, uma vez que eles podem ser utilizados no tratamento e prevencéo de
varios problemas de salde, como gastrite, ansiedade, distdrbios do sono e processos
inflamatdrios, entre outros. Portanto, faz-se necessario o controle de qualidade destes,
pois sua seguranca e a eficacia tornaram-se uma preocupacao, tanto para as autoridades
quanto para o publico (MARTHE, 2011).

Varios elementos essenciais estdo presentes em baixas concentracdes nas plantas
utilizadas na produgdo destes medicamentos e possuem um papel importante no seu
metabolismo e composic¢do, sendo responsaveis pela formacdo dos constituintes
quimicos ativos presentes. Entretanto, apesar de sua essencialidade, a presenca destes
elementos em concentracOes elevadas, pode ter efeitos nocivos a satde (DESIDERI, et
al., 2010).
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O ferro, por exemplo, se acumula nos tecidos e esse acumulo tem sido associado a
doencas neuroldgicas, incluindo a doenca de Parkinson. A bioacumulacdo do ferro
também pode causar prejuizos para as plantas como, perdas em propriedades funcionais
como fotossintese, reducdo de biomassa e reproducdo (OLIVEIRA, et al., 2007;
LAJAYER, 2017).

Para determinar ions metélicos presentes em amostras de fitoterapicos a técnica
de espectrometria de absor¢do atomica (AAS — do inglés Atomic Absorption
Spectrometry) pode ser usada, pois possui alta sensibilidade e seletividade, garantindo
assim resultados mais precisos (ALMEIDA et al., 2015; WELZ e SPERLING, 1999).
Entretanto, algumas amostras para serem analisadas por essa técnica, necessitam de uma
etapa de extracdo e/ou pré-concentracdo dos analitos. Nesse sentido, diversos
procedimentos de preparo de amostras como, solubilizacdo, extracdo, pré-concentracéo,
dentre outros, estao disponiveis (TABRIZI, 2007).

As técnicas de extracdo sdo consideradas uma das mais importantes no decorrer
de todo o procedimento, pois quando ndo realizada de forma correta pode introduzir
erros, principalmente devido a perda do analito e a contaminacdo da amostra. A
extracdo em fase solida (SPE — do inglés Solid Phase Extraction) é uma das técnicas
mais utilizadas por apresentar vantagens como, menor consumo de solventes organicos,
ndo formacédo de emulses, facilidade de automacéo, altas porcentagens de recuperacao
do analito, volumes reduzidos de residuos toxicos, capacidade de aumentar
seletivamente a concentracdo do analito e disponibilidade comercial de muitos
equipamentos (JARDIM, 2010).

A extragdo em fase solida baseada em surfactante, denominada de extracdo em
fase solida in situ (SPE-ISS), € uma variacdo da extracdo em fase sélida convencional e
se constitui de um método simples e rapido. Utilizado para a extracdo em amostras
aquosas e pré-concentracdo de compostos que contenham grupos hidrofobicos. Para
extracdo de ions metalicos, faz-se necessaria a adicdo de um agente complexante, dando
ao ion metalico a hidrofobicidade necessaria. O surfactante, que é um agente tensoativo
contendo uma cadeia alquila, é dissolvido em uma amostra aquosa, em seguida um
agente de emparelhamento idnico é adicionado, e particulas sélidas muito finas séo
formadas no meio da amostra extraindo instantaneamente o analito por mecanismos de
adsorcao e interagdes hidrofobicas (YOUSEFI, 2011).
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O método de SPE-ISS é rapido, simples, barato e ecoldgico, podendo ser
aplicado em amostras aquosas, para a extracdo de analitos contendo grupos
hidrofébicos. Além de ser um método preciso (YOUSEFI, 2011).

Nesse sentido, neste trabalho € proposto o desenvolvimento de uma metodologia
de extracdo em fase sélida in situ, para a determinacdo de ions cromo em amostras

aquosas, dando énfase a amostras de infusdes de plantas medicinais.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Legislacdo de medicamentos fitoterapicos no Brasil

Como as plantas medicinais sdo utilizadas desde séculos passados, achou-se
necessaria a publicacdo da primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira referente a plantas
medicinais no Brasil, elaborada por Rodolfo Albino, em 1929. Na obra existiam mais de
duzentos e oitenta espécies botanicas nacionais e internacionais, oficializando assim a
utilizacdo das plantas medicinais como matéria prima farmacéutica. Porém, ndo se
tratava de aspectos de seguranca de uso como: toxicidade, eficacia e qualidade do
produto final (SILVA, 1929).

O Servico Nacional de Fiscalizacdo da Medicina e da Farmécia estabeleceu em
1967 normas para o0 emprego de preparacbes fitoterapicas (BRASIL, 1967),
contemplando a definicdo do produto e obrigacGes de apresentacdo de dados técnicos
sobre o medicamento como fabricacgdo, formula, indicacdo terapéutica, titulo e bula.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) planta medicinal é todo e
qualquer vegetal que possui substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos
ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos. Ja, segundo a ANVISA
fitoterapico € todo medicamento obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente
matérias-primas vegetais com finalidade profilatica ou curativa, com beneficio para o
usuario, € o produto acabado, embalado e rotulado (BRASIL, 2000).

Até os anos 90, os medicamentos fitoterapicos eram isentos de registro para
comercializa¢do, assim qualquer empresa poderia elaborar produtos e lanca-los no
mercado sem que estes tivessem sido submetidos a qualquer selecdo e avaliacdo técnica
prévia. Propiciando assim, 0 abuso e o lancamento de fitoterapicos que ndo constavam
em farmacopeias (MARQUES, 1992).

Em funcdo do aumento do consumo de plantas medicinais, comegaram a surgir

regulamentacfes complementares onde a Portaria SNVS n°® 19 de 30.1.92 (BRASIL,
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1992b) suspendeu por tempo indeterminado o uso de algumas plantas bastante
utilizadas nas décadas de 80 e 90, sendo elas confrei (Symphytum officinale L.) e
cambara (Lantana L. camara sp), pois o0 uso indiscriminado dessas plantas resultou em
alguns casos de oObitos em todo o Brasil, levando o Ministério da Saude a formar
comissdes tecnicas visando regulamentar o registro, producdo e comercializacdo dos
produtos fitoterapicos (MARQUES e BORIO, 1991).

Nesse sentido, a Anvisa (BRASIL, 2000) estabeleceu parametros de qualidade
como classificacdo, identificacdo boténica, determinacdo dos principios ativos e
identificacdo de contaminantes, para os medicamentos fitoterapicos no processo de
registro do produto, inclusive a anélise de metais pesados, segundo os critérios de
farmacopeias reconhecidas pela ANVISA. Para isencdo de registro, um medicamento
fitoterapico deve ter sua formulacdo inscrita na Farmacopeia Brasileira ou codigos
oficiais aceitos, e ser avaliado por relatério técnico que apresente, entre outras,
informacdes referentes a toxicidade, indicacBes terapéuticas, producdo e controle de
qualidade.

Assim, ap0s regulamentadas, as praticas de salde como fitoterapia, acupuntura e
homeopatia, contemplando as terapias alternativas e praticas populares, foram
recomendadas a serem incorporadas no SUS (Sistema Unico de Salde) pela 102
Conferéncia Nacional de Saude (BRASIL, 2006).

De acordo com a doenca sdo escolhidas as formas de consumo da planta
medicinal, e seu preparo pode ser realizado por diversos procedimentos. No processo de
infusdo usado nesse trabalho, adiciona-se uma determinada quantidade do material,
contendo folhas, caules, flores, raizes ou frutos, em &gua fervente, deixando esta
maceracio em repouso por tempo determinado. E indicada para ervas que n&o liberam
seus componentes ativos em baixas temperaturas, mas que ndo podem ser fervidas, pois,
dessa forma, podem perder suas propriedades medicinais. J& o processo de decocgdo, € a
fervura por tempo determinado de ervas medicinais frescas ou desidratadas em agua ou
outro liquido extrator. Esta preparacdo € normalmente utilizada para plantas que contém
principios estaveis ao calor e para raizes, cascas e outras partes de maior resisténcia a
acdo da agua quente. Esta é a preparacdo indicada para ervas que ndo liberam seus
componentes ativos em baixas temperaturas (HALBERSTEIN, 2005).

Ambos os procedimentos permitem a liberacdo e recuperacdo do principio ativo
das plantas, além disso, os extratos das plantas podem ser utilizados para produzir

Xaropes, sprays orais, comprimidos, p6 encapsulado e pastilhas. Algumas plantas
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podem ser somente mastigadas, ou seja, sem acréscimo de algum outro preparo
(MARTHE, 2011).

As plantas medicinais sdo comercializadas em sua maior parte em lojas de
produtos naturais, porém esses materiais ndo passam por nenhum tipo de processo
garantindo confiabilidade ao consumidor, e com isso nao possuem certificado de
qualidade (VEIGA JUNIOR, et al., 2005). A eficacia dos fitoterapicos estd intimamente
correlacionada com a qualidade dos materiais usados durante a produgédo, que por sua
vez, € determinada por fatores externos como condi¢des ambientais, cultivo e colheita,

armazenamento, transporte e estocagem da planta. (WHO, 2005).

2.2 Composicdo quimica de ervas e plantas medicinais

As plantas medicinais sdao compostas por ingredientes quimicos bioativos de valor
terapéutico, comprovado a partir de testes clinicos e analises laboratoriais
(HALBERSTEIN, 2005). Sabe-se que os ions metalicos sdo necessarios para muitas
das funces vitais do organismo humano, a absorcdo dos mesmos presentes nas plantas
pode influenciar no funcionamento do sistema humano (LAMARI et al., 2008).

As plantas além dos elementos essenciais necessarios para 0 seu crescimento
saudavel tais como, carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N), cobre
(Cu), fosforo (P), potassio (K), cromo (Cr), zinco (Zn), calcio (Ca), magnésio (Mg),
ferro (Fe), entre outros, podem também acumular ions metalicos que possivelmente
apresentam um carater de toxicidade ao organismo. Esses ions mesmo que presentes em
baixas concentragbes possuem papeis importantes no metabolismo e na composigédo das
plantas medicinais, sendo assim responsaveis pela formacdo de constituintes quimicos
ativos de propriedades terapéuticas ou tdxicas. A presenca de ions metalicos nos
medicamentos esta relacionada com a espécie da planta, tipo de solo, clima e técnicas de
plantio (MARTHE, 2011; DESIDERI, et al., 2010).

O zinco desempenha papel importante no desenvolvimento de sementes, sintese
proteica, producdo de energia e manutencdo da integridade estrutural das
biomembranas. Plantas com deficiéncia de zinco apresentam maturidade tardia
(HANSCH e MENDEL, 2009).

O cobre é muito importante para a vida da planta. E de extrema importancia para
a fotossintese e para respiracdo mitocondrial, metabolismo de carbono e nitrogénio,

além da sintese da parede celular. Mas, em excesso, 0 cobre é muito toxico. E
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considerado metal pesado por possuir a caracteristica de se acumular no organismo e
gerar possiveis reacoes toxicas: bioacumulacio (HANSCH e MENDEL, 2009).

Em relacdo ao ferro, até 80% do ferro celular é encontrado nos cloroplastos,
sendo sua funcéo principal a fotossintese, sendo também o responsavel pela respiragdo
mitocondrial, biossintese de hormonios, na producéo e eliminacdo de espécies reativas
de oxigénio (HANSCH e MENDEL, 2009).

O chumbo é um metal tdxico que geralmente é absorvido através do solo, 4gua e
atmosfera. Pode causar sérios efeitos a planta tanto em altas ou baixas concentracdes.
Quando em baixas concentracdes pode estimular os processos metabdlicos afetando a
germinagdo das sementes, o crescimento das mudas, a fotossintese e atividades
enzimaticas (PATRA, et al., 2004).

MARTHE (2011) determinou aluminio (Al), chumbo (Pb), cobre (Cu), ferro
(Fe) e zinco (Zn) em amostras de alcachofra (folhas, extratos, capsulas e comprimidos)
e catuaba (cascas em po e a bebida alcodlica) por espectrometria de absorcdo atdbmica
com chama e com forno de grafite, utilizando diferentes estratégias de pré tratamento da
amostra, como a digestdo em forno de micro-ondas com cavidade, onde Al e Fe foram

os elementos presentes em maiores concentrag()es.

2.3 lons metalicos em medicamentos fitoterapicos

Os compostos inorganicos presentes em medicamentos fitoterapicos podem
advir tanto de contaminagdes ambientais do solo, &gua ou ar, bem como contaminagdes
oriundas de reagentes, matérias-primas, solventes, catalisadores, vidrarias e outros
equipamentos usados durante a fabricacio dos medicamentos. Portanto, o
monitoramento de metais pesados durante todo o processo € indispensavel na industria
farmacéutica (NAGESWARA RAO, 2007).

fons metalicos como, mercirio (Hg) e cadmio (Cd) diferem de outras
substancias, pois ndo desempenham funcdes nutricionais em plantas, microorganismos
ou animais. Sdo prejudiciais ao organismo em qualquer concentracdo, seus efeitos
dependem de fatores como forma quimica, nivel de exposicao, rota de absorgdo entre
outros, ja o cromo (Cr) € um metal essencial para o organismo, mas que dependendo do
seu estado de oxidacdo pode se tornar toxico (ROCHA, 2009).

ESPINOZA e colaboradores (1995) estudaram os “medicamentos chineses
tradicionais” a base de plantas onde perceberam niveis altos de Hg em ervas

consumidas na forma de cha, para combater diversas enfermidades como febre,
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reumatismo, apoplexia e catarata. Os niveis de mercurio encontrados nesse tipo de
amostra foram entre 7,8 e 621,3 mg g™

De acordo com CHOW e colaboradores (1995), Singapura segue o regulamento
de venda de medicamentos que estabelece limites maximos de Hg e Pb de 0,5e 20 ug g
! respectivamente. Os autores analisaram medicamentos chineses tradicionais, em
capsulas, pilulas e tabletes utilizando a técnica de espectrometria de absor¢do atdbmica
(AAS) para determinar teores de mercurio e chumbo, além de outros metais. De 8
amostras analisadas, o ion chumbo foi detectado em 3 amostras, com niveis entre 8,2 a
12,8 ug g, ja o mercdrio foi detectado em todas as amostras, em niveis entre 0,12 a
451 ug g™.

O cadmio por sua vez é considerado carcinogéneo, e se acumula no corpo
humano, sendo 0 metal mais absorvido por plantas através do solo e fertilizantes. Possui
uma meia-vida bioldgica de 30 anos. As plantas contém Cd na faixa de 1 a 150 pg kg™,
enquanto carnes e peixes entre 10 ¢ 50 pug kg™, ja os moluscos e ostras possuem entre
100 ¢ 1000 pg kg™ deste fon (DAVIS, et al., 2006).

KALNY e colaboradores (2007) determinaram varios metais em folhas de bétula
(Folium Betulae), raizes de dente-de-ledo (Radix Taraxacae), flor de espinheiro
(Inflorescentiam m Crataegi) e suas infusdes utilizando a técnica de espectrometria de
absorgdo atdbmica com forno de grafite (GF AAS — do inglés graphite furnace atomic
absorption spectrometry). De acordo com os resultados as amostras analisadas possuiam
altos teores de Cd.

MACHADO (2001) otimizou uma metodologia para determinar mercdrio (Hg),
chumbo (Pb) e cadmio (Cd) em 10 medicamentos fitoterapicos (ginkgo biloba,
castanha-da-india, cascara-sagrada, espinheira-santa, ginseng brasileiro, guarand,
centella asiatica, berinjela, alcachofra e clorella) em forma de p6 ou extrato seco,
utilizando digestdo via tmida com &cido nitrico em tubo de Nessler e quantificacdo por
espectrometria de absorcdo atbmica. Os limites de quantificacdo do método para Hg, Pb
e Cd foram de 0,01 pg g™; 2,0 pg g* e 0,2 ug g, respectivamente. Os fons analisados
ndo foram detectados em nenhuma das amostras de alcachofra, berinjela e guarana
analisadas. Centella asiatica, Ginkgo biloba e espinheira santa foram os medicamentos
com maior incidéncia dos metais analisados. Niveis altos de Pb (153, 156 e 1480 ug g™)
foram encontrados em amostras de castanha da India.

Os niveis aceitaveis de ions metalicos em medicamentos fitoterapicos

geralmente sdo definidos pelas agéncias reguladoras e controladoras. As Farmacopéias
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dos Estados Unidos, Britanica, Européia, Japonesa e Brasileira propdem monitoramento
do contetdo total de metais em medicamentos (MACHADO, 2001), evidenciando a
necessidade de métodos que permitam a determinacdo desses ions em concentragcfes a

nivel traco.

2.4 Cromo

Em 1797 o ion cromo foi descoberto pelo quimico francés Louis Valquelin, mas
s6 em 1854 foi isolado pela primeira vez por Busen. O cromo € o quinto elemento mais
abundante da crosta terrestre e possui grande importancia tecnoldgica e aplicagdo
industrial (MALIOTIS, 1999). O Cr pode ser encontrado na natureza tanto por fontes
naturais ou por fontes antrdpicas, portanto, é inevitavel sua presenca no meio ambiente
podendo entrar na cadeia alimentar a partir da agua, solo e ar (CHEN et al., 2014).

O cromo (Cr) pode existir sob diferentes formas de oxidagdo, sendo encontrado
naturalmente em nosso organismo na forma de Cr(lll), que é o mais estavel, e um
mineral essencial ao homem. E considerado um elemento traco, mas, conforme sua
oxidacdo, pode ser toxico sendo o Cr(VI) a forma mais perigosa. Na forma trivalente,
estd presente em baixas quantidades fazendo parte do centro de biomoléculas no
organismo humano. Sua principal funcdo esta relacionada ao metabolismo da glicose,
do colesterol e de acidos graxos. J& o Cr(VI) é reconhecido como um carcindgeno
humano, e sua exposicdo pode ocorrer através da inalacdo, contato com a pele e
ingestdo, podendo causar cancer, dermatite alérgica, Ulceras na pele, cicatrizes e até
perfuracdes do septo nasal (KLAASSEN, 2001).

Muitas vezes faz-se necessario o monitoramento de amostras de interesse clinico
e alimenticio, as quais contém cromo em baixas concentracfes ou espécies diferentes
desse elemento. Podendo entdo ser determinados utilizando técnicas com baixo custo,
tais como a espectrometria de absor¢do atdmica por chama (F AAS) e a espectrometria
de absorcdo atdbmica com forno de grafite, que sdo técnicas menos sensiveis quando
comparadas com a Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS que é uma técnica mais sensivel, com limite de deteccédo satisfatorio, e que tambem
é frequentemente utilizada (SHEMIRANI, et al., 2003; BURHAM, 2009).

De acordo com LUKINA e colaboradores (2016) em paises asiaticos, Canada e
Africa do Sul existem grandes areas de mineracdo de cromo levantando preocupages
na populacdo. Diante disso, realizaram testes em plantas selvagens terrestres e de zonas

umidas a fim de avaliar o efeito do cromo nessas amostras. Foi realizado o plantio
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dessas espécies em solo artificial, onde estas foram expostas ao Cr**, percebendo que
baixos niveis de cromo afetaram negativamente a germinacdo de 22% das espécies,
enquanto niveis mais altos afetaram entre 69% e 94% de espécies. Posteriormente, 0
plantio foi realizado utilizando o solo coletado no norte de Ontario e exposto a Cr**.
Assim, foi possivel observar que os efeitos foram menos severos em relacdo ao
experimento anterior. As sementes durante o processo de germinagdo foram muito

afetadas.

2.5 Extracdo em fase sélida
Mesmo com os avangos tecnoldgicos ocorridos nas ultimas décadas, a
determinacdo de compostos de interesse diretamente na amostra, ainda apresenta
muitas dificuldades, fazendo com que exista a necessidade do desenvolvimento de
metodologias analiticas de extracdo e pré-concentracdo do analito na amostra
(TABRIZI, 2007).

A extracdo em fase solida (SPE) possui algumas vantagens em relacdo a outros
tipos de extracdo, pois € um método simples, com baixo risco de contaminacédo, baixo
consumo de reagentes, baixa geracao de residuos toxicos, entre outros. Porém, possui
algumas desvantagens como a dificuldade em selecionar o sorvente adequado para a
aplicacdo desejada. O principio fundamental do método é baseado na transferéncia de
massa da amostra (fase liquida) para o adsorvente (fase sélida) (CAMEL, 2003).

Nos ultimos anos, foi proposto um novo método de extragdo em fase solida,
similar a um procedimento de co-precipitacdo, no qual o analito pode ser extraido
através de interacGes especificas com particulas de sais de surfactantes finamente
dispersas no meio que constitui a amostra. Tal método foi denominado como extracédo
em fase sélida baseada em surfactante in-situ, do inglés in-situ surfactante-based solid
phase extraction (SPE-ISS), tendo Yousefi e Shemirani como precursores, do qual se
tem o primeiro registro de publicacio em 2011 (COSTA, 2018; YOUSEFI e
SHEMIRANI, 2011).

A extracdo em fase solida baseada em surfactante (SPE-ISS) é uma ramificacéo
da SPE tradicional, que apresenta algumas vantagens como tempo de extragdo curto,
baixo custo, alto indice de recuperagdo, simplicidade, podendo ser aplicada em amostras
aquosas e pré-concentracdo de compostos que contenham grupos hidrofdébicos
(YOUSEFI, 2011).
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A SPE-ISS é uma técnica nova de extracdo em fase solida, apresentada como um
procedimento eficiente para aumentar a seletividade dos procedimentos analiticos
existentes. O agente transferidor de fase (ATF) que € um agente tensoativo (catiénico ou
anibnico), contendo uma cadeia alquila € dissolvido em uma amostra aquosa contendo o
ion metalico e o agente complexante, onde este é adicionado dando as interacfes
hidrofébicas necessérias para o processo de extracdo. Em seguida um agente de
emparelhamento i6nico (API) é adicionado levando a formacdo da fase solida extratora.
As solugdes ficam turvas e particulas sélidas muito finas sdo formadas no meio da
amostra extraindo instantaneamente o analito, por meio de mecanismos de adsor¢éo e
interacbes hidrofobicas. Apods centrifugacdo as particulas sedimentadas podem ser
dissolvidas num solvente apropriado (YOUSEFI, 2011). A figura 1 mostra um esquema

representativo das etapas gerais dos procedimentos de SPE-ISS.

Figura 1 - llustragdo esquematica do procedimento de SPE-ISS.

Agente transferidor

Agente complexante de fase Pareador ifinico
/4
Formagdo do | Formagdo do
complexo | adsnrventgl
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Analito PET

Fonte: Adaptado de (YOUSEFI, 2011)

COSTA (2018) realizou a SPE-ISS para pré-concentrar As(lll), utilizando
brometo de tetra-n-butilamonio (TBAB) como agente transferidor de fase e o ion ClO,4
como agente pareador idnico, assim foi formado perclorato de tetra-n-butilaménio como
fase solida. Para garantir o procedimento de extracdo, o As(lll) foi complexado
anteriormente com APDC. A deteccédo foi realizada em sistema de geracdo de hidreto
em fluxo multicomutado (FI-HG AAS).
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Um método de microextracdo por formacdo de sorvente in situ (ISS-FME), foi
desenvolvido para extracdo e pré-concentracdo de Co(ll) em amostras de agua e
alimentos. O agente transferidor de fases catibnico usado foi o brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB), ja o pareador i6nico foi o ion perclorato e o0 2-nitroso-1-
naftol utilizado como agente complexante. Para determinacéo utilizou-se espectrometria
de absorcdo atbmica em chama. O método proposto permitiu a determinacéo de Co(ll)
em amostras de 4guas naturais e alimentos em niveis ug L™ (JAMALLI, 2017).

A Figura 2 apresenta alguns exemplos de agentes transferidores de fases
catidnicos, dos quais sao derivados de sais de aménio quaternario com diferentes grupos

alquila que podem ser empregados como ATF no método SPE-ISS.

Figura 2 - Agentes transferidores de fases catiénicos empregados no método SPE-ISS.
(A) brometo de n-octiltrimetilaménio (OTAB); (B) brometo de n-cetiltrimetilaménio
(CTAB); (C) cloreto de n-cetilpiridinio (CPC); (D) cloreto de tetra-n-
decildimetilbenzilamdnio (TBAC) e (E) brometo de n-dodeciltrimetilamonio (DTAB).
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Fonte: COSTA, 2018
A Tabela 1 apresenta alguns trabalhos recentemente publicados abordando o
desenvolvimento de métodos SPE-ISS para determinagdo de analitos metalicos,

reportando suas caracteristicas analiticas.
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Tabela 1 - Trabalhos utilizando SPE-ISS para pré-concentracdo de ions metalicos em amostras de agua e alimentos.

Analito Amostra Ligante ATF API Técnica de Deteccao Figuras de Mérito Referéncias
Agua, Pimentao, PAN LD: 0,88 ug L™
Noz, brocolis, DTAB NaPFg 25 FE: 45,6
M () mendoim e (?T’]g??_qllf (15mmol L) mmol L) FAAS RSD: 3,5% YASINIetal., 2012
figado bovino. Recuperacéo: 87 — 112,7%
2-nitroso-1- LD: 0,8 pg L™
Agua, espinafre naftol CTAB (1,0m NaClO, (0,2 FE: 50
Co(ll) e cha preto. 0,0001 mol mol L) mol L) FAAS RSD: 2,3% JAMALL etal., 2013
LY Recuperagéo: 98 — 102%
A - - a LD:0,3ug L™
cd(In ﬁwgaua}eizplgligfé (}é gogzp I?ncol CTAB(1,0m  NaPFs (0.1 F AAS FE: 40 JAMAL | e
2 sixe ’ L mol L™ mol L™ RSD: 2,2% BOROMANDI, 2014
P ' Recuperacéo: 96 — 100,5%
LD: 1,1 ngmL*
< . NaCO0;(0,1 DTAB(0,2m KCIO, (0,02 FE: 36,7 MOHAMMADI et al.,
Ag(l)  Aguas naturais ")y mol L) mol L) FAAS RSD: 2,1% 2013

Recuperacéo: 96 — 102%

% 4-benzilpiperidinaditiocarbamato de potassio;

LD: Limite de detecgéo;

FE: Fator de Enriquecimento;

RSD: Desvio padréo relativo;

Fonte: COSTA, 2018
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A partir dos fatos apresentados, tem-se o interesse no desenvolvimento de um
método para extracdo e pré-concentracdo de cromo(lll) em amostras aquosas, dando

énfase a amostras de infus@es de plantas medicinais, empregando o método SPE-ISS.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Desenvolver uma metodologia analitica para determinagdo de Cr(l11) em amostras
aquosas com énfase a infusdo de medicamentos fitoterdpicos utilizando a técnica de

extracdo em fase solida nanoestrutrada in situ.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Identificar os metais presentes nas amostras de plantas medicinais utilizando o
EDX RF (Fluorescéncia de raios X por energia dispersiva);

e Quantificar os ions metélicos presentes em amostras de infusdo de plantas
medicinais;

e Otimizar os fatores que influenciam a eficiéncia do método de extracdo
proposto, incluindo concentracao do agente transferidor de fase, concentragao do
pareador iénico, pH e formacdo do complexo;

e Validacdo da metodologia desenvolvida;

4 METODOLOGIA ANALITICA

4.1 Padroes, reagentes e solucoes

Todas as solucdes aquosas foram preparadas utilizando reagentes de grau
analitico e agua ultrapura, proveniente de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q®
(Millipore, Merck, Alemanha, 18,2 MQ). As solugbes de trabalho foram preparadas
diariamente através da diluicdo de solucdo padrdo de Cr(lll) 1000 mg L™ Titrisol
(Merck®, Alemanha).

Quando necessario, o pH das solucbes foi ajustado utilizando acido nitrico
(HNOs) 0,1 mol L (Synth®, Diadema, Sdo Paulo) e hidréxido de sédio (NaOH) 0,1
mol L (Synth®, Diadema, Sdo Paulo), através de um medidor de pH de bancada

digital, da marca Edge®, modelo Hanna H12002.



29

Para o preparo das solugdes de 1-(2-piridilazo)-2-naftol PAN (Sigma® Saint
Louis, USA), e do agente transferidor de fase brometo de cetiltrimetilaménio CTAB,
utilizou-se alcool etilico (Synth®, Diadema, Sdo Paulo), pois a solubilidade dos
mesmos é aumentada na presenca de etanol.

A solucgéo tampéo utilizada na etapa da complexacao foi preparada utilizando 50
mL de Na,B,07.10H,0 (0,025 mol L™) e 8,8 mL de NaOH (0,1 mol L) diluido para
100 mL.

4.2 Materiais e amostras

As vidrarias, bem como os frascos utilizados na preparacéo e/ou armazenamento
das solugdes, foram descontaminados em banho de HNO3; 10% v/v por um periodo de
24 horas. Sendo, posteriormente, lavados com agua deionizada e secos a temperatura
ambiente.

As folhas desidratadas das plantas medicinais utilizadas (caléndula, camomila,
carqueja, chd verde, chapéu de couro, melissa e passiflora) foram adquiridas no
comercio de Cataldo, onde eram vendidas no formato a granel, e armazenadas em

frascos fechados para que ndo houvesse contaminacdo por material particulado.
4.3  Procedimentos experimentais

4.3.1 Andlise do contetdo inorganico das folhas de plantas medicinais por
Fluorescéncia de Raio X por Energia dispersiva

A analise elementar das folhas de plantas medicinais utilizadas para o preparo de

chés (caléndula, camomila, carqueja, cha verde, chapéu de couro, melissa e passiflora)

utilizadas nesse trabalho foram realizadas no Laboratorio de Caracterizagdo por Raios X

(LC-RX) da Unidade Académica Especial de Quimica (UAEQ) da UFG-RC, utilizando

um EDX modelo Shimadzu 7000, com energia variando de 0 a 40 KeV e canal de

leitura de aluminio-urénio. A andlise foi realizada diretamente nas folhas, ndo sendo

submetidas a nenhum processo quimico.

4.3.2  Anadlise quantitativa de ions metalicos nas amostras de infusdes de
plantas medicinais

Para analise quantitativa das 7 amostras de fitoterapicos, 1 g da planta seca

(folhas inteiras), foi adicionada a 50 mL de &gua deionizada fervente e deixada em
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repouso por 15 minutos. Apds este periodo, o cha foi filtrado e adicionado volume
suficiente de &cido nitrico P.A (Synth®, Diadema, Sdo Paulo) para obter um cha com
0,6 % de &cido (VULCANO et al., 2008). As andlises das amostras foram realizadas no
laboratdrio do Grupo de Instrumentacédo e Separacfes Analiticas (GrISA) do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), utilizando um espectrémetro de
absorcdo atdbmica com atomizacdo por chama Varian®, Victoria, Austrdlia, modelo
SpectrAA-220. As condicdes de analise estdo descritas na tabela 2, foram analisados os
ions Fe, Pb, Cre Cd.

Tabela 2 - Condicdes de analise no F AAS para 0s metais utilizados.

Correnteda  Tamanho

A Comprimento Curva analitica
Metal IaE?np:)d a di::rr:)d 2 de or?da (nm) (mg L™
Fe 5 0,2 248,3 0,02a0,3
Pb 5 1,0 217,0 0,02a0,5
Cr 7 0,2 357,9 0,005 a 50,0
Cd 4 0,5 228,8 1,0a10,0

Fonte: Proprio autor

4.3.3 Avaliacdo dos grupos funcionais presentes na fase extratora por
Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FT-IR)

A identificacdo dos grupos presentes na fase extratora formada foi realizada no
Laboratério de Instrumentacdo da UAEQ da UFG-RC. A analise foi realizada
diretamente na fase sélida sedimentada obtida no processo de extracdo na auséncia e na
presenca do ion Cr(lll), sem nenhum tratamento quimico prévio. A fase solida
sedimentada foi isolada por filtracdo simples e deixada na capela de exaustdo por um
periodo de 24 horas. Posteriormente as amostras foram preparadas em pastilhas de KBr
(brometo de potéssio), na proporcdo de 1:100 (amostra:KBr), e a analise realizada
utilizando um espectrofotbmetro Shimadzu FT-IR Prestigie 21, associado a
transformada de Fourier. As amostras foram irradiadas na regido de 400 a 4000 cm™,

com resolugéo de 16 cm™ e 32 varreduras por amostra.
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434 Andlise da composicdo inorganica da fase extratora por
Fluorescéncia de Raio X por Energia dispersiva
A analise elementar da fase extratora formada no processo de extracdo foi
realizada diretamente na fase sélida sedimentada obtida no processo de extracdo na
auséncia e na presenca do ion Cr(lll), sem nenhum tratamento quimico prévio. A fase
solida sedimentada foi isolada por filtracdo simples e deixada na capela de exaustdo por
um periodo de 24 horas, utilizando um EDX modelo Shimadzu 7000, com energia
variando de 0 a 40 KeV e canal de leitura de aluminio-uranio situado no LC-RX da
UAEQ da UFG-RC,

4.3.5 Avaliacdo e otimizacdo da formacdo do complexo Cr-PAN por
Espectroscopia de Absorcao Molecular - UV/Vis

Neste trabalho, a técnica de espectrofotometria de absor¢do molecular na regido
espectral ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi utilizada com o objetivo de avaliar a
formacdo do complexo Cr-PAN. As amostras e o branco foram analisados em um
espectrofotdbmetro de absorcdo molecular ultravioleta visivel Varian®, situado no
Laboratdrio de Instrumentacdo da UAEQ da UFG-RC utilizando a faixa espectral de
300 a 800 nm e uma cubeta de quartzo de 1cm. Para esse estudo foi utilizado a
concentracdo de 0,5 mg L™

Otimizar significa encontrar os valores das varidveis que irdo produzir a melhor
resposta desejada, isto é, encontrar a regido 6tima na superficie definida pelos fatores. A
metodologia de superficie de resposta, utilizada nesse trabalho, baseia-se na construcao
de modelos matematicos empiricos que geralmente empregam funcBes polinomiais
lineares ou quadraticas para descrever o sistema estudado e, consequentemente, dao
condigdes de explorar (modelar e deslocar) o sistema até sua otimizacdo (TEOFILO e
FERREIRA, 2006; BARROS NETO et al., 2010).

Dentro desse contexto, a matriz Doehlert € uma alternativa bastante util a
planejamentos experimentais de segunda ordem e descreve um dominio circular para
duas variaveis. Assim, 0s pontos da matriz correspondem aos vértices de um hexagono
que possui um ponto central e seis pontos adicionais (TEOFILO e FERREIRA, 2006)

como mostra a figura 3.
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Figura 3 - Matriz Doehlert para duas variaveis.

2y
Fonte: TEOFILO e FERREIRA, 2006
Nesse tipo de matriz, o nimero de variaveis, assim como qualquer outro valor
codificado x;, necessitam ser decodificados para os valores experimentais dos niveis das
varidveis a serem estudadas e para isso, utiliza-se a equacdo 1 (TEOFILO e
FERREIRA, 2006).

Xi = (Zi - ZiO/AZi) ﬁd (1)

onde, x; é o valor codificado do planejamento, z; o valor experimental no nivel, Azi é a
distancia entre o valor experimental no ponto central e o experimental no nivel superior
ou inferior, Bd é o maior valor limite codificado na matriz para cada fator, z é o valor
experimental no ponto central.

Diante do exposto, as varidveis (pH e concentracdo inicial do agente
complexante) que influenciam na formacgdo do complexo entre o Cr(lll) e o 1-(2-
piridilazo)-2-naftol (PAN), foram otimizadas empregando uma matriz Doehlert, de
acordo com o0s experimentos apresentados na tabela 3. Os dados foram tratados

utilizando o software Statistica® 12.0.
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Tabela 3 - Dados experimentais para matriz Doehlert para 2 variaveis empregado para
otimizacdo da reacdo de complexacao.

X1 = Concentracéo inicial

Experimento PAN (mmol L) X2 = pH
1 0,14 (0) 10 (0)
2 0,20 (1) 10 (0)
3 0,16 (0,5) 11 (0,866)
4 0,08 (-1) 10 (0)
5 0,11 (-0,5) 9 (-0,866)
6 0,16 (0,5) 9 (-0,866)
7 0,11 (-0,5) 11 (0,866)

Fonte: Propria autora
Para avaliar a formacdo do complexo, o sinal analitico medido foi a absorbancia
das amostras, analisadas em um espectrofotdmetro de absor¢cdo molecular ultravioleta

visivel Varian® utilizando uma cubeta de quartzo no comprimento de onda de 442 nm.

4.3.6  Otimizacdo do procedimento de extracdo e pré-concentracao

O procedimento de extracdo e pré-concentracdo foi realizado em modo off-line
em tubos do tipo Falcon® com capacidade de volume de 15 mL. Para extracdo de
Cr(l11), foram adicionados 1,0 mL da solucéo padrdo de Cr 0,5 mg L™, 500 pL do
agente complexante PAN e 500 pL de solugdo tampéo (Na,B;O;/NaOH) pH 9,5. Em
seguida, foram adicionados 900 pL da solucdo do agente transferidor de fase. Apds
agitacdo manual, foram adicionados 600 pL da solucdo do pareador idnico perclorato de
sodio e em seguida avolumou-se com agua deionizada até 12,0 mL. No momento em
que se adiciona o pareador idnico, a turvacdo do meio é observada, devido a
precipitacdo e dispersdo das microparticulas da fase sélida adsorvente formada
(perclorato de cetiltrimetilam6nio) (COSTA, 2018).

A solucdo turva resultante foi submetida a agitacdo em vortex (Global Trade
Technology® modelo XH-D) para promover a extragdo e posteriormente levada a
centrifugagdo em 7000 rpm durante 20 minutos para a sedimentacdo da fase sélida no
fundo do tubo de centrifuga. Apds a separacdo da fase solida sedimentada o

sobrenadante foi descartado, e ao precipitado foi adicionado 1,0 mL de &cido cloridrico
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(HCI) concentrado para solubilizagcdo do mesmo e a solugéo resultante foi analisada por
F AAS.

As principais etapas do procedimento SPE-ISS estdo ilustradas na Figura 4.

Figura 4 - llustracdo das etapas do procedimento SPE-ISS. (A) Solucdo padréo de Cr
contendo complexante, (B) formacgdo do adsorvente, (C) Solucéo resultante ap6s adi¢ao

da solucéo lixiviadora HCI e pronto para ser analisado no F AAS.

(A) (B) (©)

Fonte: Propria autora

A fim de escolher o agente transferidor de fase que levaria as melhores
condigbes para a formagdo do material adsorvente a ser utilizado no decorrer do
trabalho, bem como a concentracdo do pareador iGnico e o tempo de agitacdo, foi
utilizado um planejamento fatorial completo 2* onde foram avaliados: o tipo de agente
transferidor de fase (brometo de tetra-n-butilaménio - TBAB e brometo de
cetiltrimetilamonio - CTAB, concentracdo do pareador idnico (perclorato de sédio) e
tempo de agitacdo no vortex. Os resultados obtidos foram avaliados por meio da
absorbancia obtida apo6s analise do precipitado solubilizado contendo ions cromo por
espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacdo por chama (Varian®, Victoria,
Australia, modelo SpectrAA-220).

De modo a entender o procedimento de tal planejamento, a tabela 4 mostra a
matriz construida fazendo todas as combinacGes possiveis entre os niveis baixos e altos,

0s quais foram previamente selecionados para 0s quatro fatores escolhidos para analise.
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Tabela 4 - Matriz do planejamento fatorial 2* em termos das variaveis escalonadas e

seus dados experimentais utilizados para otimizacao das condigdes de extragéo.

Experimento  Tipo ATF (rLAoTEL) (rrE):IPEl) ag;;r;a%o((rﬁ n)
1 CTAB () 0.1 () 0.1() 10)
2 TBAB (+) 0.1() 0.10) 10
3 CTAB () 1,0 (+) 0.10) 10
4 TBAB (+) 1,0 (+) 0.1() 10
5 CTAB (-) 0,1() 1.0(+) 10)
6 TBAB (+) 01() 10 (+) 10
7 CTAB (-) 1,0 (+) 10 (+) 10
8 TBAB (+) 1,0 (+) 1,0 (+) 10)
9 CTAB () 0,1() 0.1() 10 (+)
10 TBAB (+) 0,1(-) 0.10) 10
1 CTAB (1) 1,0 (+) 0,1(-) 10 (+)
1 TBAB (4) 10 (+) 0,1(-) 10 (+)
13 CTAB (-) 01() 10 (+) 1009
14 TBAB (+) 01(-) 1.0() 1009
15 CTAB (-) 1,0 (+) 1,0 (+) 10
16 TBAB (+) 1,0 (+) 10 (+) 10()

ATF: Agente transferidor de fases

API: Agente pareador i6nico

Fonte: Propria autora

Apos analise deste planejamento, a fim de garantir resultados mais conclusivos

optou-se pela realizagdo de um novo planejamento fatorial, onde apenas o agente

transferidor de fase CTAB foi avaliado. Assim foi realizado um planejamento 2% onde

os fatores avaliados foram: concentracdo do agente transferidor de fase (CTAB),

concentracdo do pareador i6nico (NaClO,4) e tempo de agitacdo no vortex. A tabela 5

mostra a matriz construida fazendo todas as combinacdes possiveis entre 0s niveis baixo

e alto.
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Tabela 5 - Matriz do planejamento 2% em termos das variaveis escalonadas e seus dados
experimentais, avaliando o CTAB como agente transferidor de fase.

[Agente
Experimento  transferidor] [‘(J;'Saff’;] ag;:;?ae)o(crfi )
(mol L )
1 0,1() 0,2 (-) 10
2 0,5(+) 0,2 (-) 1(-)
3 0,1() 0.8 (+) 1()
4 0,5 (+) 0.8 (+) 1()
5 0,1() 0.2 () 10 (+)
6 0,5 (+) 0,2 (-) 10 (+)
7 0,1(-) 0,8 (+) 10 (+)
8 0,5 (+) 0,8 (+) 10 (+)

Fonte: Propria autora

4.3.7 Estudo do efeito principal entre tempo de agitacdo e concentracéo

do pareador ibnico
Apbds escolher o CTAB como melhor agente transferidor de fase, percebeu-se
qgue havia uma interacdo significativa entre as variaveis independentes, tempo de
agitacdo e concentragdo do pareador i6nico. Assim, novamente optou-se pelo uso de
uma matriz Doehlert para otimizacdo destas variaveis. A tabela 6 apresenta a matriz

escolhida com os valores codificados e decodificados.
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Tabela 6 - Dados experimentais para matriz Doehlert utilizada para otimizagéo da
concentragédo do pareador idnico e tempo de agitagéo.

X1 = Concentracdo inicial X, = tempo de agitacao

Experimento ™\ Cl0, (mol L) (min)
1 0,25 (0) 755 (0)
2 0,40 (1) 7,5 (0)
3 0,32 (0,5) 10 (0,866)
4 0,10 (-1) 7,5(0)
5 0,18 (-0,5) 5 (-0,866)
6 0,32 (0,5) 5 (-0,866)
7 0,18 (-0,5) 10 (0,866)

Fonte: Propria autora

Os resultados obtidos foram avaliados por meio da absorbancia obtida apds
andlise do precipitado solubilizado contendo ions cromo por espectrometria de absorcao
atbmica com atomizagéo por chama.

Apds este estudo, definiu-se que apesar da concentracdo do agente transferidor
de fase CTAB ndo ter apresentado efeito significativo dentro da faixa avaliada, seria
necessario o estudo do efeito da concentragdo do mesmo, devido ao fato deste reagente
ser de extrema importancia na formacdo da fase extratora. Para isso fixou-se a
concentracdo do pareador idnico, NaClO,, em 0,26 mol L™ e o tempo de agitagdo em
7,51 minutos, enquanto a concentracdo do CTAB foi avaliada nos valores de 0,05; 0,1;
0,3;0,5€0,8mol L™,

Da mesma forma que nos experimentos anteriores, os resultados obtidos foram
avaliados por meio da absorbancia obtida ap6s analise da fase solida lixiviada contendo

ions cromo por espectrometria de absorcao atbmica com atomizacéo por chama.

4.3.8  Avaliacdo do desempenho analitico
Quando se propde um método, o mesmo deve ser validado fornecendo
informacdes confiaveis sobre uma amostra (RIBANI et al., 2004). Portanto apds a
otimizagdo do método proposto, 0 mesmo teve sua eficiéncia testada através dos testes
de seletividade, da avaliacdo dos pardmetros: faixa linear de trabalho, coeficiente de
determinacéo, sensibilidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), fator

de pré-concentracao (Fpc), eficiéncia de concentracdo (EC), preciséo, além da exatidao.
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439  Seletividade

A possivel presenca de ions metélicos que coexistam na matriz da amostra
juntamente com o cromo pode afetar o0 desempenho do método desenvolvido. Assim,
sob as condicBes otimizadas, o efeito dos ions Al(II1), Mn(ll), Zn(Il), Fe(lll), Ca(ll),
Cu(ll), Pb(I1) e Ba(ll) foi avaliado para verificar o potencial de interferéncia destes ions
na extracdo de 0,5 mg L™ de Cr(lll). Tais fons foram escolhidos por apresentarem
caracteristicas similares ao fon Cr®*, como carga e/ou raio iénico e/ou caracteristicas
acidas.

Para avaliacdo da possivel interferéncia, foram preparadas solugdes binarias
contendo o ion interferente e o analito, sendo que o analito sempre foi mantido na
concentracdo de 0,5 mg L™, enquanto o possivel interferente mantido na concentragéo
de 0,2 mg L. Estas solucdes foram submetidas ao procedimento de extracdo SPE-1SS
sob as melhores condi¢Bes e o sobrenadante analisado por F AAS apds diluigdo com
acido nitrico.

Apds andlise dos sinais analiticos obtidos, foi calculado o fator de interferéncia,
de acordo com a equacao 2.

FI=A°/A (2)
onde A" é o valor da absorbancia relativa ao Cr(l1l) na presenca do interferente e A é a
absorbancia de Cr(l11) sem o referido interferente.

Determinada espécie foi considerada interferente quando promove uma variacao
positiva ou negativa do sinal analitico maior do que 10% (DEDINA, 1982). Sendo
assim, se FI < 0,90 ou FI >1,10, tem-se como consequéncia um decréscimo e um aumento
do sinal analitico, respectivamente, provocado pelo interferente, mas na situacdo em que

FI1=1,00 considera-se que ndo ha interferéncia.

4.3.10 Figuras de Mérito

O desempenho analitico do método desenvolvido foi avaliado através dos
principais parametros de validagdo. Para isso, curvas analiticas foram construidas e
submetidas ao procedimento de extracdo e/ou pré-concentracdo, a partir de solucdes
padréo de Cr(lllI).

A faixa linear de trabalho é a relacdo entre o sinal analitico e a concentracdo do
analito na faixa dindmica de trabalho, essa regido inicia pelo limite de quantificacéo e é
delimitada até o ponto em que a concentragcdo do analito atinge o limite de linearidade
(BRASIL, 2003).
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A sensibilidade do método é a capacidade que o sistema analitico tem de
diferenciar duas concentragdes proximas. E determinada através da inclinagdo da curva
de calibracdo, sendo que métodos mais sensiveis apresentam maiores coeficiente
angulares (BRASIL, 2003).

O limite de deteccdo (LD) pode ser definido como a menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectada, podendo ser determinado pela
equacéo 3 (IUPAC, 2000).

LD = 3.0pranco/Sensibilidade 3

O limite de quantificacdo (LQ) é definido como a menor quantidade do analito
em uma amostra que pode ser quantificada com nivel de precisdo e exatiddo aceitavel.
Estimado como menor ponto da curva de calibragcdo que se inclui na faixa linear de

trabalho, pode ser determinado pela equacéo a seguir (equacéo 4) (IUPAC, 2000).

LQO = 10. opranco/sensibilidade (4)

A precisdo do método pode ser expressa como o desvio padrdo relativo (DPR)
de uma série de medidas. E a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma mesma amostra, podendo ser avaliada em dois niveis:
repetibilidade (intra-dia) e reprodutibilidade (inter-dia). Considerando uma faixa
aceitavel de tolerancia entre 5 e 15% (BRASIL, 2003). Neste trabalho o desvio padrdo

relativo foi calculado segundo a equacéo 5, descrita abaixo.

DPR = (desvio do ponto central da curva com pré-concentrag¢ao/concentracao
média determinada) x 100 (5)

O fator de pré-concentracdo pode ser avaliado pela razdo entre os coeficientes
angulares das curvas de calibragdo construidas com e sem a etapa de pré-concentracao
ou pela razéo entre o volume inicial e final da amostra na etapa com pré-concentracao,
como foi o utilizado neste trabalho (FERREIRA et al., 2003).

A eficiéncia de concentracdo é definida como o produto do Fpc pela frequéncia
analitica (f), sendo determinada como o nimero de amostras analisadas em uma hora.

Portanto o valor obtido mostra o fator de pre-concentracdo encontrado pelo sistema
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durante um minuto, expresso em min™. O valor de EC pode ser calculado utilizando a
equacdo 6 (COSTA, 2018).
EC = Fpc x (f/ 60) (6)

4.3.11 Exatidao

A exatiddao de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos em
relagdo ao valor verdadeiro, podendo ser avaliado através da anélise de um material de
referéncia certificado (CRM), pela comparagdo do método proposto com um método de
referéncia ou por meio de testes de recuperacao (BRASIL, 2003).

Portanto, a exatiddo do método desenvolvido e otimizado foi avaliada através de
testes de recuperacdo, utilizando o método de adicdo padrdo em 4 diferentes infusées de
plantas medicinais (camomila, ch& verde, chapéu de couro e melissa), além de amostras
de 4gua mineral.

O método também foi avaliado atraves da andlise de material de referéncia
certificado APS-1071 (Alpha Resources 3090 Johnson RD, Stevensville, USA),
contendo 100 mg L™ do ion Cr(ll1).

As analises foram realizadas em triplicata e analisadas em um espectrémetro de
absorcdo atdbmica com atomizagdo por chama Varian®, Victoria, Australia, modelo
SpectrAA-220.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise semi-qualitativa da composi¢ao da planta

As técnicas de fluorescéncia de raios X (FRX ou XRF — do inglés X-Ray
Fluorescence) sdo técnicas de analises ndo destrutivas baseadas na medida da
intensidade dos raios X caracteristicos emitidos pelos elementos quimicos constituintes
da amostra. A fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF) é amplamente
utilizada em analises semi-qualitativas, onde as radiaces caracteristicas dos elementos
existentes na amostra sdo registradas por um detector, onde este produz um pulso
eletronico cuja amplitude é proporcional a energia de radiacdo emitida pela amostra
(BECKHOFF, 2006).

Para iniciar entdo o estudo sobre a composi¢éo inorganica das plantas medicinais
avaliadas, foram selecionadas algumas plantas que sdo bastante utilizadas como

medicamento. A técnica de EDXRF permitiu a analise da composi¢do inorgénica das
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mesmas e a figura 5 apresenta a porcentagem com que cada um dos constituintes

inorganicos foi encontrado no total das amostras analisadas.

Figura 5 - Grafico das porcentagens dos constituintes inorganicos encontrados nas

amostras analisadas.
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Fonte: Propria autora

De acordo com a figura 5 foi possivel observar que K, Ca, S, Fe, Ti, Mn e Zn
estavam presentes em todas as amostras analisadas, ou seja, em 100% das amostras,
enguanto P, Si, Cu e Sr estavam presentes em 90% das amostras. J& Ni, Cr, Ag, Ba, Bre
Cl foram observadas em menor quantidade nas amostras.

Os elementos oxigénio (O), carbono (C) e hidrogénio (H) que fazem parte da
composicdo das plantas, ndo aparecem nos resultados, devido a uma limitacdo do
equipamento utilizado nesta analise, uma vez que o canal de leitura utilizado abrange
apenas 0s elementos com ndmero atdmico de 11 a 92.

As plantas medicinais podem conter elementos quimicos que podem ser
disponibilizados para o corpo humano, mas nem todos possuem fungdes bioldgicas
conhecidas, todavia a maioria deles é responsavel por importantes atividades no
metabolismo humano.

FRANICISCONI (2004) realizou um estudo para determinar os constituintes
inorganicos de plantas medicinais, onde foram analisadas diversas plantas entre elas
caléndula, passiflora, melissa e camomila. Foram identificados Ba, Br, Ca, Co, ClI, Cr,

Fe, Mn, Na, Zn, Cu e Ni em todas as 4 amostras. O Se foi encontrado somente nas
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amostras de passiflora e camomila, enquanto Pb foi encontrado nas amostras de
caléndula e passiflora e por ultimo, o Cd foi encontrado nas plantas caléndula, melissa e
camomila.

A contaminacao de metais pesados no solo pode ocorrer naturalmente ou como
resultado de atividades antropicas, como mineracdo, fundicdo, combustdo de
combustiveis fosseis e agricultura. Através da raiz os metais podem ser facilmente
liberados para planta, por um processo de difusdo mediado pela membrana celular
(MALEKI, 2017). Além da contaminacdo pelo solo a entrada de metais em células
vegetais através da folhagem pode ser realizada através dos estdmatos e cuticula das
folhas, devido a poluigdo atmosférica (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 1984).

Com base nisso, alguns ions metalicos foram selecionados e analisados por

espectrometria de absorcéo atbmica com chama (F AAS) nas infusdes preparadas.

5.2 Analise Quantitativa da composicédo da planta

Os elementos selecionados para analise no F AAS foram: chumbo (Pb), cromo
(Cr), cadmio (Cd) e ferro (Fe). Os ions Cd e Pb foram escolhidos, pois apesar de ndo
terem sido detectados na analise por EDX, seu estudo € importante devido as suas
toxicidades, uma vez que podem ser absorvidos pelas plantas por meio do solo e
poluicdo atmosférica.

Em trés amostras analisadas (carqueja, chapéu de couro e melissa), foram
detectadas concentracdes de ferro acima do limite de deteccdo da técnica. Sendo que as
concentracdes encontradas foram respectivamente, 0,0052; 0,0060 e 0,0058 mg g™.
Essas concentracfes podem estar relacionadas com o solo, pois o Fe é um elemento
presente em maior concentragdo no solo, além de ser emitido por industrias
siderdrgicas, podendo estar presente na atmosfera das regides de cultivo da planta.

Alguns ions metalicos como o Cu, Mn, Cr e Fe sdo elementos essenciais para as
plantas, importantes para o0 seu crescimento, reacfes de oxidacdo-reducdo e muitos
outros processos metabolicos. J& os metais ndo essenciais como Pb, Cd, Hg e As nédo
possuem funcdo bioldgica conhecida nas plantas, sendo tdxicos para as plantas mesmo
que em baixas concentracfes (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 1984).

De acordo com LAJAYER, 2017 varias atividades humanas podem levar ao
acumulo de metais pesados em ambientes naturais, como mineracéo, metalurgia, uso de

fertilizantes quimicos contendo metais pesados além de trafego de veiculos.
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Os ions Pb, Cr e Cd ndo foram detectados em nenhuma das amostras analisadas,
0 que ndo pode ser considerado como a auséncia destes ions nas amostras, uma vez que
0S mesmos podem estar presentes em concentracfes abaixo do limite de deteccdo da
técnica utilizada. Assim fica clara a importancia do desenvolvimento de métodos de
pré-concentracdo, que permitam a detec¢do destes ions de forma simples e segura,

mesmo quando presentes em baixas concentragdes.

5.3 Otimizagédo do complexo Cr-PAN

A espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido espectral ultravioleta-
visivel (UV-Vis) é uma técnica simples, de facil operacdo, sensivel e apropriada para
andlises de rotina na industria. A técnica consiste em uma radiacdo continua que passa
através de um material transparente. Uma porcdo de radiagdo pode ser absorvida, e
como resultado desta absorcdo de energia, atomos ou moléculas passam de um estado
de baixa energia (estado fundamental) para um estado de mais alta energia (estado
excitado). Portanto a quantidade de luz absorvida por uma molécula é em fun¢édo do
comprimento de onda da luz.

Logo, para que um composto possa ser detectado com radiagcdes na regido do
UV-Vis, € necessario gque esse composto possua elétrons capazes de serem excitados, ou
seja, elétrons pi (w) ou elétrons livres (ndo-ligantes). Os elétrons sigma nao podem ser
excitados, porque a transicdo de elétrons de uma ligacdo sigma acarretaria a quebra da
ligagdo e, consequentemente, a perda da estrutura caracteristica do composto (SKOOG,
2002).

A fase extratora é composta por um agente transferidor de fase catidnico e um
agente pareador idnico, ambos possuem grupos alquila que extraem o analito da amostra
por meio de interacGes hidrofébicas.

Para que ocorra a interagdo entre a fase extratora e a amostra € necessario que a
amostra contenha grupos hidrofobicos adequados. Uma vez que o ion metalico ndo
possui esses grupos, é necessaria a formacdo de um complexo com caracteristicas
hidrofobicas. Assim, o ion metalico se liga ao complexante e o complexo formado, é
adsorvido pela fase solida formada entre o agente transferidor de fase e o pareador
ibnico, garantindo uma extragéo eficiente do analito.

Neste trabalho, o reagente PAN foi escolhido como agente complexante devido
a possibilidade de complexacdo somente com o Cr(lll) excluindo o Cr(IV) que pode

também estar presente na amostra. O PAN foi o primeiro azo derivado da piridina usado
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com fins analiticos (UENO et al., 1992), ele complexa 0s metais através do nitrogénio
do grupo azo, do nitrogénio do anel heterociclico e do oxigénio da hidroxila. Assim,
considerando que a reacdo de complexacdo é de extrema importancia para eficiéncia da
extracdo, achou-se necessario o estudo de otimizacdo da etapa de formacdo do
complexo Cr-PAN.

A fim de se obter o comprimento de onda de maxima absor¢do para o complexo
formado, foi realizada uma varredura utilizando a espectroscopia de absor¢cdo molecular
na regido do UV-Vis, e como pode ser observada na figura 6, a maxima absorcdo do
complexo ocorre em 442 nm.

Figura 6 - Espectro de varredura para o complexo Cr-PAN.

2,0 -

442 nm

Absorbancia

0,5 4

0,0

300 I 460 I 5[I}D ‘ B[I}D I ?E]D I S[IJD
Comprimento de onda (nm)
Fonte: Propria autora
As reacdes de formacdo de compostos de coordenacgdo entre ions metalicos e o
ligante PAN é extremamente dependente da variacdo da concentracdo hidrogenidnica do
meio reacional. Isto se deve a protonacdo em meio acido do atomo de nitrogénio do
grupo piridina, e consequente ionizacdo do hidrogénio do grupo hidroxila em meio
basico (PEASE e WILLIANS, 1959; GAO et al., 1997), como mostra as figuras 7 e 8.
Sendo de extrema importancia a escolha do pH adequado para coordenagdo com o ion

metalico.
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Figura 7 — Formas adquiridas pelo ligante PAN dependendo do pH do meio.
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Fonte: COO et al., 1998; SANDELL e ONISH, 1978

Figura 8 - Distribuicao das espécies para 0 agente complexante PAN.
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Fonte: CHEMICALIZE, 2019

A concentracdo do complexante também é um fator importante para 0 método

proposto neste trabalho, pois moléculas do complexante em excesso podem competir
com o complexo nos sitios ativos de adsorcdo da fase solida ou estar disponivel para
complexar outros metais, presentes concomitantemente na amostra e atuar como

interferentes na determinagé&o.
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Nesse sentido, uma matriz Doehlert foi utilizada para otimizar as condigOes de
formagdo do complexo, tais como: concentracdo do complexante e pH do meio
reacional. Nesse estudo, fixou-se a quantidade de analito em 1 mL de Cr** (0,5 mg L™%).
O pH do meio foi ajustado pelo uso de um tampdo adequado, variando entre 9 e 11,
como mostra a tabela 7. Esses valores de pH foram escolhidos com base no trabalho de
HASSANLOUEI e colaboradores (2017), que realizou um estudo sobre o efeito do pH,
utilizando o PAN como agente complexante, onde se percebeu um aumento de sinal em
pH 8 e que a partir deste valor, o sinal permaneceu constante até o pH 10.

Os resultados de absorbancia encontrados neste trabalho foram analisados

através da absorbancia relativa, calculada segunda a equagéo 7.
Absorbancia relativa = (AE/MACE) x 100 (7)

onde, AE é a absorbancia do experimento e MACE é maior absorbancia observada no

conjunto dos experimentos.

Tabela 7 - Dados experimentais para matriz Doehlert para 2 variaveis utilizada para

otimizacdo da formagéo do complexo (n=3).

X1 = Concentracdo inicial

Experimento PAN (mol L) xo=pH  Absorbéncia relativa (%)

1 0,14 (0) 10 (0) 100 + 2,1

2 0,20 (1) 10 (0) 99,4 +11,3
3 0,16 (0,5) 11 (0,866) 56,3 + 6,4
4 0,08 (-1) 10 (0) 479+ 9,3
5 0,11 (-0,5) 9 (-0,866) 52,3 + 4,6
6 0,16 (0,5) 9 (-0,866) 95,6 + 5,8
7 0,11 (-0,5) 11 (0,866) 67,9+5,6

Fonte: Propria autora

Os resultados obtidos através da matriz acima sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Superficie de resposta obtida no planejamento Doehlert para otimizacdo das
condigdes de formacédo do complexo.
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Fonte: Propria autora
A funcdo polinomial que descreve a superficie de resposta e relaciona as

variaveis pH e concentracdo de PAN, esta representada na equacdo 8, apresentada a
sequir:

Abs = - 29,4474 + 61,5620 ([PAN]) - 62,8916 [PAN]? + 5,2387 (pH) - 0,2366 (pH)? -
4,0917 ([PAN])(pH) + 0 (8)

O modelo resultante apresentou ajuste maximo de 98% de variacdo de acordo
com o teste de Analise de Variancia (ANOVA).

Aplicando-se o critério de Lagrange, que se baseia no célculo do determinante
Hessiano (H) da funcéo que descreve a superficie de resposta, descrito pela equacéo 9, é
possivel localizar o ponto critico da equacéo de segunda ordem.

H(AB) = (6°Y/04%) X (6°Y/0B?) - (0°Y/0AOB)? (9)
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O resultado obtido indica que existe um ponto de maximo na superficie de
resposta e que este ponto de maximo pode ser obtido fazendo-se as derivadas parciais da

equacdo 9, iguais a zero, como mostra a equacdo 10, descrita abaixo.
0Abs/O([PAN]) = 0Abs/o(pH) (10)

Assim, os maximos foram calculados como sendo a concentracdo do

complexante PAN igual a 0,18 mol L™ e o pH do meio igual a 9,5.

5.4  Caracterizacdo do material adsorvente

54.1 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (1V)
Para elucidacdo dos grupos funcionais associados ao procedimento de extracéo,
sdo apresentados na Figura 10 os espectros de absorcdo no infravermelho da fase

extratora formada sem o ion Cr(lll) adsorvido e da fase extratora apds adsorcdo do
analito.

Figura 10 - Espectros de absor¢do no infravermelho médio com Transformada de

Fourier (FT-IR) da fase extratora na presenca e auséncia do analito.
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Nos espectros apresentados, observam-se poucas bandas que sdo tipicas de
grupamentos alquila, como se pode observar na figura 11. Verifica-se também a
presenca de bandas caracteristicas de funcdes oxigenadas, geralmente em 3500 e 1200
cm™, que podem ser atribuidas & presenca de 4gua no material e do grupamento fenol

presente no espectro do agente complexante PAN, respectivamente.

Figura 11 - Estrutura quimica do a) Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB), b) 1-(2-
piridilazo)-2-naftol (PAN)
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Fonte: Propria autora

As bandas encontradas na regido de 2800 a 2990 cm™ correspondem ao
estiramento das ligagdes C—H dos grupos metila com hibridizag&o do tipo sp*. Portanto
a banda de 2922 cm™ pode estar associada ao estiramento assimétrico do grupo —CHs
terminal, enquanto 2856 cm™ para o estiramento simétrico dos grupos (—CHy—)
(BARBOSA, 2007).

As bandas entre 1470 e 1430 cm™ correspondem & deformacdo angular de
(CHy)n, sendo que para n>3 o espectro também apresenta uma banda na regido por volta
de 720 cm™, enquanto a banda entre 1180 a 1280 cm™ est4 associada ao estiramento da
ligacdo C-N de alifaticos, onde na maioria dos casos a posicdo da banda pode ser
alterada por efeitos de conjugacdo (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2006; STUART,
2004).

Para 0 espectro do agente complexante a banda entre 1450 e 1500 cm™

corresponde ao estiramento C=C de aromaticos, que também é caracteristico de
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compostos aromaticos. Também sdo observadas fortes bandas de absorgéo resultantes
de deformacdo angular C-H fora do plano do anel na regido de 670-900 cm™
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2006).

Percebe-se um leve aumento de intensidade da banda de 482 cm™ na regido
observada no espectro da fase extratora adsorvida com Cr(Ill), podendo ser atribuida a
interacdo entre o metal e os grupos funcionais (Sitios Ativos) presentes na fase extratora
(STUART, 2004).

Ao comparar 0s espectros obtidos com a fase sélida isolada, e a fase sélida
contendo o complexo Cr-PAN adsorvido, observa-se que ambos foram praticamente
idénticos, ndo apresentando bandas que pudessem ser atribuidas a presenca do
complexo na superficie do material. Assim, levando em consideracdo o fato de que a
técnica FT-IR ndo apresenta alta sensibilidade em se tratando de aspectos analiticos,
provavelmente as quantidades empregadas do complexante e do metal durante o
procedimento de extracdo ndo foram suficientes para promover um sinal de absorcao

detectavel frente a quantidade majoritaria da fase sdlida no meio (COSTA, 2018).

5.4.2  Fluorescéncia de Raio X por Energia dispersiva (EDXRF)

A técnica de EDXRF é répida, simples e ndo destrutiva, podendo ser utilizada
para analise elementar ou caracterizacdo de uma amostra. A amostra absorve os raios X
emitidos, promovendo os elétrons a niveis mais energéticos, assim que eles voltam a seu
estado fundamental emitem a energia absorvida, sendo especifica para cada elemento
quimico permitindo assim a sua identificacdo e quantificacdo (CARNEIRO e
NASCIMENTO FILHO, 1996).

A fase extratora na auséncia e na presenca do ion Cr(Ill) foram analisadas por

EDX, conforme € apresentado na tabela 8.
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Tabela 8 - Teores de elementos inorganicos identificados na fase extratora formada sem
e com a presenca do ion Cr(ll1).

Auséncia do ion Presenca do ion
Elemento cr(i) (%) cr(i) (%)
Cl 95,87 90,75
Br 3,96 8,84
Zn 0,093 0,191
Cu 0,086 --
Cr - -

-- ndo detectado
Fonte: Propria autora

Analisando os dados, percebeu-se que ion Cr(lll) ndo foi encontrado na fase
extratora. Entretanto, ndo se pode dizer que o mesmo ndo foi adsorvido, pois a
concentracdo utilizada nesse procedimento é baixa ndo sendo possivel a deteccdo do
mesmo no equipamento utilizado.

Os elementos CI e Br foram identificados devido a presenca destes na estrutura
do pareador i6nico NaClO,4 e do agente transferidor de fases CTAB, respectivamente,
que sdo os responsaveis pela formacéo da fase extratora. A partir da analise dos dados,
também ¢é possivel perceber a existéncia dos metais Cu e Zn que podem ter sido
detectados devido a composicdo do filtro de polipropileno utilizado durante a analise.
A analise em branco dos filtros foi realizada e percebe-se que o mesmo néo é 100%

puro, tendo o Cu e Zn em sua composig&o.

5.5 Otimizacao das condicdes de extracao

Para iniciar o desenvolvimento da metodologia SPE-ISS para extracdo de ions
metalicos, a etapa mais importante é a escolha do agente transferidor de fase mais
adequado.

Nesse caso, foram testados dois agentes transferidores de fase diferentes, o
brometo de tetra-n-butilaménio (TBAB) e o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB)
como mostra a tabela 9. Em todos os ensaios o NaClO, foi utilizado como pareador
ibnico. Os efeitos das varidveis estdo representados graficamente pelo diagrama de
Pareto (figura 12).
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Experimento  Tipo ATF  [ATF] (mol |_'1) [API] (mol |_'1) Tempo de agitacdo (min) Absorbéancia relativa (%)  Observacoes
1 CTAB (-) 0,1 () 01() 1(-) 11,6 +1,3
2 TBAB (+) 0,1 (-) 0,1() 1(-) 0 Néo ppt
3 CTAB (-) 1,0 (+) 0,1() 1() 10,6 +4,0
4 TBAB (+) 1,0 (+) 0,1() 1() 121+20
5 CTAB (-) 0,1() 1,0 (+) 1() 134 +33
6 TBAB (+) 0,1 (-) 1,0 (+) 1() 121+14
7 CTAB () 1,0 (+) 1,0 (+) 1(-) 0 Néo solubilizou
8 TBAB (+) 1,0 (+) 1,0 (+) 1(-) 0 N&o separou
9 CTAB (-) 0,1() 0,1() 10 (+) 10,5+0,3
10 TBAB (+) 0,1(-) 0,1() 10 (+) 0 N&o ppt
11 CTAB (-) 1,0 (+) 0,1() 10 (+) 11,4+17
12 TBAB (+) 1,0 (+) 0,1() 10 (+) 149+12
13 CTAB (-) 0,1(-) 1,0 (+) 10 (+) 155+21
14 TBAB (+) 0,1 (-) 1,0 (+) 10 (+) 15+0,6
15 CTAB (-) 1,0 (+) 1,0 (+) 10 (+) 100+ 1,1 Excesso de ppt
16 TBAB (+) 1,0 (+) 1,0 (+) 10 (+) 9,10+2,6

PPT: precipitado

Fonte: Propria autora
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Figura 12 — Diagrama de Pareto utilizado para triagem das variaveis do sistema de
extracdo SPE-ISS.
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Fonte: Propria autora

De acordo com os resultados da ANOVA, o modelo estatistico ndo apresentou
falta de ajuste (Fcal < Ftab) para a varidvel resposta analisada. Assim, percebe-se que
nenhuma variavel apresentou efeito significativo. Esse comportamento pode estar
relacionado com a diferenca de sinal obtida para os dois agentes transferidores de fase
utilizados, como pode ser observado na tabela 9.

Através dos resultados apresentados, € possivel identificar um melhor
desempenho do CTAB como agente transferidor de fase (experimentos 1 e 2), uma vez
gue no experimento 2 utilizando o TBAB ndo houve a formacéo da fase extratora.

Os experimentos 2 e 10, indicam que mesmo com 0 aumento do tempo de
agitacdo ndo houve a formacao da fase extratora. Observando o experimento 8 percebe-
se que quando ha o aumento da concentracdo do TBAB e do API, acontece a formagéo
da fase extratora, porem a sedimentacdo da mesma ndo é observada, impossibilitando a
analise deste experimento.

Ja quando se observa o experimento 15, percebe-se o bom desempenho do
CTAB frente a extracdo, pois tendo sido as variaveis mantidas no nivel alto, ocorreu a
formagéo de um excesso de fase extratora.

Assim, uma vez que o experimento ndo indicou nenhuma variavel significativa,

mas levando-se em conta as observacdes descritas acima, foi realizada a construcdo de
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um novo planejamento fatorial a fim de afirmar o melhor desempenho do CTAB,
conforme descrito na tabela 10.

Tabela 10 - Matriz do planejamento fatorial 2° em termos das variaveis escalonadas e

seus dados experimentais para o CTAB.

Experimento [CTAB] [NaClO,] Tempode  Absorbancia
(mol L ) (mol L) agitacdo (min)  relativa (%)
1 0,1 () 0.2 () 1() 88,2 +3,5
2 0,5 (+) 0,2 (-) 1() 99,4+7,0
3 0.1() 0,8 (+) 1(-) 79,5+9,2
4 0,5 (+) 0.8 (+) 10) 72+48
5 0,1(-) 0.2() 10 (+) 82,6 +9,2
6 0,5 (+) 0,2 () 10 (+) 100 + 10,5
7 0,1(-) 0,8 (+) 10 (+) 80,1+0,9
8 0,5 (+) 0,8 (+) 10 (+) 7+31

Fonte: Propria autora
Apbs realizar os experimentos, os dados obtidos foram tratados inicialmente,
verificando a adequacdo do modelo estatistico escolhido. Entdo, a normalidade dos
erros foi verificada através do grafico de valores observados versus valores previstos,

representado na figura 13.
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Figura 13 - Gréfico de valores observados versus valores previstos para o agente
transferidor de fases CTAB.
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Fonte: Propria autora

A figura 13 apresentou valores satisfatorios, que mostram que quanto mais
proximos os pontos estiverem da reta, mais proximos os valores observados estdo dos
valores previstos, portanto percebe-se que os valores seguem uma distribui¢do normal,
sendo a variancia constante (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

Confirmada a normalidade dos erros, foi construido o diagrama de pareto,
apresentado na figura 14, o qual apresenta os efeitos que sdo estatisticamente
importantes. Sendo que, os efeitos cujo retangulo estiverem a direita da linha divisoria
(p < 0,05) devem ser considerados no modelo matematico (CALADO e
MONTGOMERY, 2003).



56

Figura 14 - Diagrama de Pareto utilizado para triagem das variaveis do sistema de
extragdo SPE-ISS utilizando CTAB como agente transferidor de fase.
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Fonte: Propria autora

Os valores ao lado da barra azul representam a estatistica do teste t, que
comparam as médias dos resultados. A significancia dos resultados (p>0,05) representa
o teste F que faz a comparacgdo das variancias, controlada através do mesmo (CALADO
e MONTGOMERY, 2003).

A concentracdo do agente transferidor de fases CTAB apesar de ser de extrema
importancia na formacdo da fase extratora ndo foi significativa. O que pode ser
explicada pela possibilidade de o agente transferidor de fases, CTAB, estar em excesso
e o pareador ibnico NaClO4 como reagente limitante (COSTA, 2018).

Observando ainda a figura 14 é possivel perceber que a variavel concentracdo do
pareador idnico (NaClO,) foi significativa, além da interacdo entre esta variavel e o
tempo de agitacdo no vortex.

Uma vez que a interagdo (1:2) apresentou-se estatisticamente significativa no
modelo proposto, porém, seu efeito é secundario, ou seja, menor que o efeito da variavel
principal, pode-se concluir que a otimizagdo multivariada se torna mais adequada do
que a avaliacdo individual dos fatores. Desta forma, foi escolhido fazer uma matriz
Doehlert para otimizar as variaveis concentracdo do pareador ibnico e tempo de

agitacéo utilizando a concentragdo do CTAB em 0,3 mol L™, como mostra a tabela 11.
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Tabela 11 - Dados experimentais da matriz Doehlert para 2 variaveis para otimizacdo

das variaveis significativas para a formacéao da fase sélida (n=3).

. x, = Concentracdo inicial  x,=tempode Absorbancia relativa
Experimento

NaClO, (mol L™) agitacdo (min) (%)
1 0,25 (0) 75(0) 100 + 4,89
2 0,40 (1) 7,5 (0) 71,26 +9,75
3 0,32 (0,5) 10 (0,866) 66,68 + 11,38
4 0,10 (-1) 7.5 (0) 59,77 + 3,25
5 0,18 (-0,5) 5 (-0,866) 64,37 + 5,51
6 0,32 (0,5) 5 (-0,866) 36,78 + 2,44
7 0,18 (-0,5) 10 (0,866) 22,99 + 0,01

Fonte: Propria autora

A superficie de resposta obtida é apresentada na figura 15.

Figura 15 - Superficie de resposta para otimizacao das variaveis significativas para a

formagdo da fase sélida.
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O modelo resultante apresentou ajuste maximo de 99%, variacdo explicada de
acordo com o teste de Analise de Variancia (ANOVA). A superficie apresentou um
ponto de maximo, e aplicando-se o critério de Lagrange sobre a funcdo que descreve o
modelo, pode-se observar que o ponto critico correspondente ao ponto de maximo foi
alcancado, do qual foi possivel obter as condi¢Bes otimizadas. Esses valores criticos
indicam que as condices 6timas de extragdo pelo método SPE-ISS sdo 0,26 mol L™ de
NaClO,4 e 7,51 minutos de agitacdo no vortex.

A funcdo polinomial que descreve a superficie de resposta dessa modelagem esta

representada na equacdo 11, mostrada a seguir:

Abs = - 212,9010 + 96,9556 ([ClO,]) - 1532,6667 ([CIO4])* + 79,9090 (Tempo) -
6,9878 (Tempo)? + 95,0400 ([CIO,])(Tempo) + 0 (12)

0Abs/8([ClO4]) = 6Abs/o(tempo) (12)

Apesar da concentragdo do agente transferidor de fase ndo apresentar efeito

significativo, teve-se o interesse de investigar seu efeito de forma univariada, como

mostra a figura 16. Esse refinamento foi realizado, a fim de fixar a concentracdo de
CTAB e obter as melhores condicdes para formacéo da fase solida.

Figura 16 - Grafico para otimizagdo univariada da concentracdo de CTAB (n=3).
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Fonte: Propria autora
Observa-se que quando aumenta-se a concentragdo do CTAB até 0,3 mol L™ ha
um aumento do sinal, entretanto se este valor continuar a ser aumentado, percebe-se um
decaimento do sinal analitico. Como foi dito anteriormente o aumento da concentragédo
do CTAB promove melhores resultados, uma vez que 0 mesmo produz excesso de fase
extratora, consequentemente melhores resultados, com isso escolheu-se a concentragio

de 0,3 mol L™ como melhor concentragdo para promover a extragao.

5.6 Avaliacdo do desempenho analitico

5.6.1  Seletividade

Com as condicdes operacionais obtidas para melhor extracdo do ion Cr(lll) pela
fase extratora formada in situ, partiu-se para o estudo do efeito de espécies
concomitantes que podem agir como interferentes frente ao método desenvolvido.

A especificidade da extracdo pode ser modificada de acordo com o pH do meio
que € um parametro que influencia na formacdo do complexo metal-PAN. Como
discutido anteriormente, devido as possibilidades de protonacdo do mesmo, as reacdes
de complexacdo utilizando PAN sdo extremamente dependes do pH do meio. Assim,
considerando que o PAN, possui habilidade para complexar com 54 metais, como

mostra a figura 17, alguns ions metalicos foram selecionados como interferentes.



Figura 17 - fons metalicos que reagem com PAN.
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Com base nos dados obtidos pelo EDXRF foram testados os ions Al(I11), Mn(l1),
Zn(11), Fe(I11), Ca(ll), Cu(ll), Pb(1l) e Ba(ll), uma vez que 0s mesmos sdo considerados

essenciais para a planta. A tabela 12 representa as concentracOes utilizadas dos

interferentes e analito em cada experimento, além do fator de interferéncia calculado.

Tabela 12 — Fator de interferéncia calculado para as espécies analisadas.

) Concentracdo Concentracéo do analito ) )
Espécies 1 1 Fator de interferéncia
(mgL™) Cr (I11) (mg L™)
AI(I) 0,2 0,5 0,632 +0,0025
Mn(I1) 0,2 0,5 1,1519 + 0,0028
Zn(I1) 0,2 0,5 0,439 + 0,0012
Fe(l11) 0,2 0,5 0,844 + 0,0011
Ca(ll) 0,2 0,5 0,008 + 0,0004
Cu(ln) 0,2 0,5 0,975 + 0,0009
Pb(Il) 0,2 0,5 1,038 + 0,0049
Ba(ll) 0,2 0,5 0,941 + 0,0028

Fonte: Propria autora
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Através da comparacdo do sinal analitico da solucdo contendo apenas Cr(lll) e o
sinal analitico da solugdo contendo o analito e os fons interferentes, observa-se que a
presenca de contaminantes provoca interferéncia negativa no processo de extracdo, pois
valores de FI menores que 0,90 foram obtidos no estudo. A interferéncia foi observada
devido a presenca dos ions dos metais Al, Zn, Fe e Ca.

A reducdo do sinal analitico pode ser atribuida a possibilidade de reacdo desses
ions metalicos com o reagente PAN no pH utilizado, portanto, ha competicdo de outros
cations na formacdo do complexo metal-PAN, além da competicdo pelos sitios
adsortivos presentes na fase solida.

SOUZA (2016), em seu trabalho de determinacdo de cobre em amostras de
aguardente de cana-de-agucar, usando o PAN como agente complexante, apontou que
os ions Fe(I11) e Ni(Il) interferiram negativamente na reacdo. Ja ANJOS e colaboradores
(2007) observou interferéncia de Zn(ll) e Co(ll) na determinacdo de Mn(ll) por
espectrometria de absorcao atdmica por chama utilizando também o PAN como agente
complexante, onde percebeu-se que estes ions tornam-se interferentes em concentracdes
10 vezes maior gue a concentracao de Mn.

Além disso, uma vez que estes ions podem formar complexos com o PAN, estes
complexos também serdo extraidos e chegardo a chama para analise. Assim, a
diminuicdo do sinal analitico também pode estar relacionada a dificuldades na
atomizacdo do analito, uma vez que o ion metalico adsorvido é conduzido ao
nebulizador e posteriormente ao queimador juntamente com os demais ions utilizados
nesse estudo, podendo entdo formar novos compostos, devido a afinidade pelos &tomos
de oxigénio presentes na chama interferindo no sinal analitico do ion Cr (SKOOG et al.,
2002).

5.6.2  Figuras de Mérito
O desempenho analitico do método desenvolvido foi avaliado, sob as condi¢Ges

otimizadas, atraves dos principais parametros de validacdo, apresentados na tabela 13.
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Tabela 13 - Figuras de mérito do método desenvolvido.

Figuras de mérito Valores
Faixa linear de trabalho (ug L™) 5,5- 5000
Coeficiente de determinacio (R?) 0,9931
Sensibilidade 0,00003
Limite de deteccéio (LD) (ug L™ 1,66
Limite de Quantificacdo (LQ) (ug L™ 55
Desvio padréo relativo (DPR) intra-dia (%) 0,001
Desvio padréo relativo (DPR) inter-dia (%) 0,0004
Fator de pré-concentracéo (Fpc) 12
Frequéncia analitica (amostra hora™) 1,87
Eficiéncia de concentragdo (EC) (min™) 0,37
Equacdo da reta Abs = 3x10°[Cr(111)] + 0,0123

Fonte: Propria autora

O coeficiente de determinacdo obtido para a curva de calibracdo ap6s a etapa de
extracdo por SPE-ISS mostrou-se satisfatério garantindo a linearidade. A precisao intra-
dia foi determinada a partir de 10 medidas de uma solucéo de Cr(IIl) 500 pg L™, ja a
precisdo inter-dia foi determinada a partir da medida de uma solugéo de Cr(I11) 500 pg
L realizada em trés dias, obtendo como resposta um DPR de 0,001 para a precisdo
intra-dia e 0,0004% para a precisdo inter-dia, indicando uma excelente repetibilidade e
reprodutibilidade, respectivamente. Uma vez que os valores de DPR obtidos foram
inferiores a 5%.

O valor de LD calculado foi comparado com outras metodologias desenvolvidas
para a extracdo e pré-concentracdo de Cr(lll) utilizando F AAS. SOUSA NETO e
colaboradores (2019) encontraram um limite de deteccdo de 19,20 pg L™, ALVES e
COELHO (2013) relataram um LD de 1,92 ug L™.

JAMALI e colaboradores (2017) desenvolveu um método SPE-ISS para
determinar Co(ll), ja JAMALI e BOROMANDI (2014) também desenvolveu um
método SPE-ISS para determinar Cd(I1) utilizando o CTAB como ATF e como técnica
de deteccdo o F AAS, onde foram encontrados LD de 0,8 ug L* e 0,3 pg L™,
respectivamente.

O Fpc € de extrema importdncia na avaliacgdo de um sistema de pré-

concentracédo, sendo que um alto valor de Fpc ndo esta necessariamente associado com
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uma alta eficiéncia no processo de pré-concentracdo. Como na fase solida formada in
situ hd a presenga de compostos organicos que podem interferir no método
desenvolvido foi necessario calcular o Fpc através da razéo entre o volume inicial e final
da solucéo da curva com pré-concentracdo que foi de 12, como descrito na tabela 13.

A EC fornece informacges sobre a eficiéncia do sistema de pré-concentracao,
entretanto, ndo esta necessariamente associado a um elevado fator de pré-concentragéo.
Portanto a EC calculada para o presente trabalho foi de 0,4 min™. Podendo ser
considerados satisfatorios devido a eficiéncia de concentracdo geralmente obtidos para

procedimentos em batelada se aproximarem de 4,0 (FANG, 1993).

5.6.3 Exatidao
A exatiddo do método proposto foi verificada através de testes de recuperagdo
nas infusdes de 4 diferentes plantas medicinais (camomila, cha verde, chapéu de couro e
melissa), alem de amostras de dgua mineral, utilizando os parametros otimizados. Os

resultados estdo apresentados nas tabelas 14 e 15.

Tabela 14 - Teste de recuperacdo de Cr(l111) em amostras de infusdes.

Cr(1l) ug L™
Amostra _ Recuperacao (%)
Adicionado  Encontrado
Camomila 500 540 + 42,4 108
Cha verde 500 434 +8,0 87
Chapéu de couro 500 385+ 25,2 77
Melissa 500 440+ 9,1 88

Fonte: Propria autora

Tabela 15 - Teste de recuperagdo de Cr(l11) em amostras de d&gua mineral.

Cr(iltl) pg L™
Amostra Recuperacéo (%)
Adicionado Encontrado
Agua 1 500 580 + 34,6 116
Agua 2 500 458 + 93,1 92
Agua 3 500 420 + 18,0 84
Agua 4 500 545 + 25,2 109

Fonte: Propria autora
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Os resultados de recuperacdo apresentados evidenciam que o método proposto
ndo apresenta problemas relacionados ao efeito de matriz, visto que a recuperacdo dos
ions Cr(I1l) nas amostras analisadas se encaixam dentro da faixa aceitavel de 80-120%
(ANALYTICAL METHODS COMMITEE, 1987). Exceto para a infuséo da planta de
ché verde onde apresentou uma recuperacdo de 77%, sendo abaixo da faixa aceitavel.

A exatiddo do método proposto também foi verificada a partir do uso de um
padrdo certificado para aguas APS-1071 (Alpha Resources 3090 Johnson RD,
Stevensville, USA). Os resultados estdo apresentados na tabela 16.

Tabela 16 - Avaliacdo da exatiddao do método proposto, empregando material de

referéncia certificado de agua.

Meétodo proposto Cr(l11) Valor certificado
mg L™ Cr(l) mg L™
APS - 1071 100 + 0,0009 100 + 0,5

Amostra

Fonte: Propria autora

O valor encontrado para a analise do material certificado aponta uma alta
confiabilidade para o método desenvolvido, apresentando coeréncia com o valor de
referéncia.

O resultado para concentracdo de cromo foi comparado através do teste de
hipotese (t de Student) avaliando a diferenca entre o valor obtido experimentalmente e o
valor tabelado ao nivel de 95% de confianca. Portanto foi verificado um valor de teiculado
< tupelado, POdendo afirmar que os valores sdo concordantes entre si, confirmando a

viabilidade analitica do método proposto, com 100,5% de exatid&o.

6 CONCLUSAO

A SPE-ISS é uma técnica simples que possibilitou a analise de cromo, com
exatiddo e precisdo aceitaveis, onde o0 processo ocorre atraves da extracdo seletiva da
especie Cr(l1l) através da formacdo do complexo com o PAN. O agente complexante
utilizado para complexar o ion Cr mostrou-se eficaz, formando os grupos hidrofdbicos

necessarios para que haja interacdo com o adsorvente formado in situ, apresentando
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resultados satisfatorios que possuem concordancia com os dados encontrados na
literatura.

A simplicidade do método proposto garante que a frequéncia analitica pode ser
melhorada, uma vez que a etapa mais demorada do processo € a centrifugacdo, onde
pode ser centrifugada varias amostras a0 mesmo tempo.

As técnicas multivariadas foram utilizadas por apresentarem vantagens quando
se tem varios fatores a serem estudados, pois é classificado como um método do tipo
simultaneo, onde as variaveis de interesse que realmente apresentam influéncias
significativas na resposta sdo avaliadas ao mesmo tempo. Além de investigar as
influéncias das varidveis experimentais de interesse e os efeitos de interagdo entre elas.

Como ha um grande consumo deste tipo de produto, 0 método proposto tem uma
grande importancia, pois a planta além de conter ions importantes para seu crescimento
podem acumular outros que quando consumidos pelos seres humanos podem causar
danos a satde. Assim a pré-concentracdo desses metais facilitam a deteccéo e extracao,
diminuindo assim esses danos.

A técnica SPE-ISS é um método novo, simples e rapido que contribuira para o
desenvolvimento da quimica analitica verde, pois respeita 0 meio ambiente e o
analista, minimizando o tempo de preparo da amostra e a quantidade de reagentes

utilizados.
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