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RESUMO

Determinacao qualitativa e quantitativa de metais em plantas
medicinais por fluorescéncia de raios-X e voltametria de redissolucao
anddica
Autora : Ménica Cecilia Vargas Mamani

Orientador : Prof. Dr. Luiz Manoel Aleixo
Co-Orientador: Profa. Dra. Susanne Rath

Palavras-chaves: cadmio, chumbo, metais pesados, plantas medicinais, voltametria de
redissolug@o, fluorescéncia de raios-X, radiacfio sincrotron.

Avaliou-se a presenga de contaminantes inorgénicos em plantas medicinais destinadas a
produc@o de fitoterapicos por fluorescéncia de raios-X de energia dispersiva (do inglés, energy
dispersive X-ray fluorescence, EDXRF) e fluorescéncia de raios-X com luz sincrotron (do
inglés, synchrotron radiation X- Ray fluorescence, SYXRF), assim como se estabeleceu
metodologia analitica por voltametria de redissoluggo anédica de pulso diferencial (do inglés,
differential pulse anodic stripping voltammetry, DPASV) para a determinaco simultinea de Cd
¢ Pb em plantas medicinais, ao nivel de ultratracos.

Dez amostras de plantas medicinais foram analisadas por fluorescéncia de raios-X no
estado sélido, em forma de pastilhas. As medidas de EDXRF foram realizadas com uma fonte
de Rh com voltagem de até 50 keV. A radiagfio sincrotron no LNLS é proveniente do
armazenamento de elétrons no anel (1,37 GeV e 100 mA). A detecgéo, tanto na SYXRF como
EDXREF, foi realizada com um detector semicondutor de Si(Li). A analise semi-quantitativa dos
metais foi realizada mediante calibragio do sistema com amostras de referéncia.

As medidas voltamétricas foram realizadas empregando o eletrodo de gota pendente de
mercirio como eletrodo de trabalho € os de platina e Ag/AgCl, KCl sat. como eletrodos auxiliar
e de referéncia, respectivamente. A pré-concentragdo dos metais foi realizada em -0,73 V por
180 s. A varredura anddica, empregando a técnica de pulso diferencial (AE=50 mV), foi
realizada a 5 mV s™'. A abertura das amostras (1 g) € do material de referéncia foi realizada por
via seca (2,5 h a 500 °C). O residuo foi dissolvido no eletrélito de suporte (HC! 0,8 mol L), As
amostras analisadas foram hipérico (Hypericum perforatum), guaco (Mikania guaco, Mikania
glomerata) e boldo (Peamus boldus).

A SYXRF permitiu a identificagdo e determinagio simultanea dos seguintes elementos:
K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Zr, Ba € Br. Dependendo da espécie
vegetal, verificou-se uma variagdo significativa dos teores dos elementos essenciais, assim
como contaminantes. A SYXRF mostrou ser uma ferramenta bastante atraente para avaliar a
presenc¢a de metais em plantas medicinais, uma vez que permite a determinagfio simultinea de
varios elementos em uma ampla faixa de concentragfio, com elevada freqiiéncia analitica e,
principalmente, por permitir a analise de amostras no estado sélido. O método ¢ adequado para
procedimentos de screening. No entanto, a SYXRF nfio apresenta sensibilidade para a
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determinagdo de cddmio e chumbo, visto que estes metais geralmente encontram-se em
concentragdes menores do que 1 ppm.

O método voltamétrico foi validado mediante analise de duas amostras de referéncia de
plantas. O metodo foi aplicado na quantificagdo de ciddmio e chumbo em amostras de
Hypericum perforatum, Mikania guaco, Mikania glomerata and Peamus boldus. A voltametria
permite a determinag@o de tragos destes metais e, portanto, ¢ adequada para o controle de
contaminantes em plantas medicinais. A matéria orginica ¢ um importante interferente na
determinag@o e necessita ser devidamente destruida antes da analise voltamétrica.
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ABSTRACT

Qualitative and quantitative determination of metals in medicinal
plants by X-ray fluorescence and anodic stripping voltammetry

Author : Monica Cecilia Vargas Mamani
Advisor : Prof. Dr. Luiz Manoel Aleixo
Co-Advisor: Profa. Dra. Susanne Rath

Key-words: cadmium, lead, heavy metals, medicinal plants, stripping voltammetry, X-ray
fluorescence, synchrotron radiation,

The presence of inorganic contaminants in medicinal plants destined for production of
phytoterapics was evaluated by energy dispersive X-ray fluorescence (EDXRF) and synchrotron
radiation X-ray fluorescence (SYXRF), as well as with a differential pulse anodic stripping
voltammetric method for the simultaneous determination of Cd and Pb in medicinal plants, at
ultratrace level.

Ten samples of medicinal plants were analyzed in the solid state by X-ray fluorescence.
EDXRF measurements were carried out with a Rh source with a maximum applied voltage of
50 keV. Synchrotron radiation at the LNLS is provided from electron storage in a ring (1.37
GeV and 100 mA). The semiquantitative analyses of the metals were carried out through the
calibration of the system with reference samples.

The voltammetric measurements were carried out using a hanging mercury dropping
electrode (HMDE) as working electrode and platinum and Ag/AgCl (KCl sat.) as auxiliary and
reference electrodes, respectively. The pre-concentration of the metals was done at -0.73 V for
180 s. The anodic scan, using the differential pulse technique (A E = 50 mV), was made with a
scan rate of 5 mV s'. The sample preparation was performed by dry ashing of 1 g of plant
sample and reference material (2.5 h at 500° C). Before voltammetric measurement, the
obtained residues were dissolved in the supporting electrolyte (0.8 mol L ~' HCI). The samples
analyzed were: Hypericum perforatum, Mikania guaco, Mikania glomerata and Peamus boldus.

The SYXRF allowed the identification and simultaneous determination of the following
elements: K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Zr, Ba and Br. In accordance
with the plant species, a significant variation of the concentration levels for essential elements
and contaminants was observed. SYXRF was shown to be a powerful tool to evaluate the
presence of metals in medicinal plants, due to the fact that it allows simultaneous multi-element
determination in a wide concentration range with high analytical frequency and, specially,
allows the analysis of solid samples. The method is adequate for screening procedures.
However, SYXRF does not present enough sensitivity for determination of cadmium and lead,
since these metals generally are present in concentrations below 1 ppm.
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The voltammetric method was validated with two plant reference samples. The method
was applied to the quantification of cadmium and lead in samples Hypericum perforatum,
Mikania guaco, Mikania glomerata and Peamus boldus. The technique allows the determination
of Cd and Pb at the trace level, and was shown to be adequate for the control of contaminants in

medicinal plants. Organic matter is an important interferent in the voltammetric technique and
needs to be destroyed before analysis.
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INTRODUGAO

Nos Uultimos anos, tem crescido o interesse pelo uso de terapias
alternativas, principalmente pelos produtos naturais derivados de plantas. Esse
interesse em plantas medicinais se deve a varias razdes, entre essas, os efeitos
colaterais da medicina tradicional, o uso abusivo de farmacos sintéticos e o poder
aquisitivo da populagédo, que ndo tem acesso ao tratamento convencional e que
acredita fielmente no folclore de que os produtos “naturais” séo inofensivos [1].

O crescente emprego de medicamentos fitoterapicos despertou, em todo o
mundo, a preocupagdo com a sua qualidade. A Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) publicou um roteiro basico para avaliar a qualidade de plantas medicinais,
abrangendo topicos que vé@o desde a classificagdo e identificagdo boténica,
dosagem dos principios ativos (quando conhecidos) até as possiveis e provaveis
contaminagses.

As plantas medicinais, que servem como matéria prima para a elaboragao
dos fitoterapicos, como qualquer outro produto agricola, podem ser contaminadas
com sustancias orgénicas como pesticidas, elementos inorganicos como os metais
pesados ou por microorganismos, entre esses, bactérias e fungos [2].

Visto que a ingestdo de metais pesados pode causar sérios danos a saude,
a OMS recomenda a realizagdo de ensaios para a avaliagdo qualitativa e
quantitativa de metais toxicos, principalmente no caso de matérias-primas de
origem duvidosa e de éreas de cultivo agricola intensivo [3]. Ainda, a
contaminagdo pode ocotrer pelo desrespeito das boas praticas agricolas ou
durante o armazenamento inadequado das plantas [4].
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Segundo SCHILCHER et al, 1987 [5], as monografias contidas nas
farmacopéias, baseadas nos ensaios-limite, ndo séo seletivas para diferenciar os
metais, além de apresentarem pouca sensibilidade e baixa precis&o.

No Brasil, a informagé&o disponivel sobre a presenga de metais pesados em
plantas medicinais & muito escassa, assim como sua presenga nos fitoterapicos
produzidos a partir destes. InformagSes sobre a qualidade dos produtos so
praticamente inexistentes. Cabe destacar que a ingestdo de metais pesados
através de medicamentos, bem como alimentos, pode levar a uma acumulagéo
destes no organismo, causando, entre outros, danos renais e hepaticos e levando
ao aparecimento de sintomas de toxicidade cronica [6,7].

Entre as plantas medicinais de uso popular no Brasil destacam-se o
hipérico (Hypericum perforatum), guaco (Mikania guaco, Mikania glomerata), boldo
(Peamus  boldus), alecrim (Rosmarinus officinalis), carqueja (Baccharis
genistelloides), confrei (Symphytum officinalis), erva Baleeira (Cordia verbenacea,
Cordia curanavice), quebra pedra (Phyllantus spp), senne (Céssia angustifolia} e
sabugueiro (Sambucus nigra) cujos dados sobre os constituintes quimicos e a
finalidade terapéutica estio apresentados na Tabela 1.

Nos Ultimos anos houve, de modo geral, uma demanda crescente pela
deteccdo e quantificagdo de componentes tragos em matrizes complexas. Para
isso, metodos analiticos sensiveis e seletivos, que envolvem pouca manipulag¢éo
da amostra séo necessarios. Neste contexto, a fluorescéncia de raios-X, tanto de
energia dispersiva (do inglés, Energy-Dispersive X-Ray Fluorescence, EDXRF)
como de luz sincrotron (do inglés, Synchrotron X-Ray Fluorescence, SYXRF) sao
técnicas bastante atraentes no ambito da quimica analitica, pois, além de serem
técnicas ndo destrutivas, permitem a analise multi-elementar simultanea. Ainda,
tem capacidade para analise qualitativa e quantitativa, ndo requerendo tratamento
prévio da amostra e apresentando quase total insensibilidade a forma quimica em
que as especies de interesse se encontram [23].
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Tabela 1. Constituintes quimicos e uso comum de plantas medicinais de uso

popular.

Planta medicinal Constituintes quimicos Uso Comum
Hipérico Naftodiantronas:hipericina, isohipericina, | Antidepressivo,
(Hypericum protohipericina; flavonodides: hiperésideo, | tranquilizante suave.
perforatum) rutdsideo, quercitrosideo,

isoquercitrosideo; acido: caféico,
[8] | clorogénico, gentisico, ferdlico;
protoantocianidoles; taninos; cumarinas,
fitoesterdis.
Guaco Taninos, saponinas, resina cumarinica e | Antiasmatico, analgésico,
(Mikania guaco, | acidos caurendico, cinamoil e anti-reumatico,
Mikania glomerata) grandiflérico. antiinflamatério,
[9,10] antitérmico, vermifugo.
Boldo Oleo essencial (2%) ascaridol (cheiro), |Indicado para pedras na
(Peamus boldus) perdxido do monoterpeno (40%); outros | vesicula, regulador do
derivados do terpeno. Outros dleos ndo | sistema digestivo, ténico,
[11-13] | essenciais p-cymeno, 1,8-cinecl e o anti-séptico, estimulante,
linalool, alcaldide amargo boldine e o inflamagao genito-urinario.
glucosideo boldin ou boldoglucin.
Alecrim Saponinas, flavondides, nicotinamida, Diurético, antimicrobiano,
(Rosmarinus colina, pectina, faninos, rosmaricina, cicatrizante, tonico,
officinalis) vitamina C, 6leo essencial (pineno, cardiotdnico, anti-
canfeno, cineol, borneol, eucaliptol, reumatico, estimulante,
[14,15] | acetato de isobornila, valerianato de colagogo, digestivo,
isobornila, canfora). antiespasmadico, anti-
reumatico.
Carqueja Flavondides, lactonas, polifendis, Tonico regulador do
(Baccharis taninos, esteroides, saponinas, aparelho digestivo e
genistelloides) terpenos, resinas e pectinas, carquejol, |depurativo e diurético.
[8,15,16] | acetato carquejilo.
Confrei Ferro, simpetina, sais minerais, Hemostatico,
{Symphytum vitaminas, colina, consolidina, fosforo, antiinflamatério,
officinalis) etc. cicatrizante, tonico,
depurativo, adstringente e
[15,17] analgésico.
Erva Baleeira Oleo essencial, pigmentos flavondides | Antiinflamatorio e anti-
(Cordia  verbenécea, | (armentina), alantoina, aglcares. reumatico.
Cordia curanavice) ’
[18-20,21]
Quebra pedra Flavondides, quercitrina, quercetina, Diurético, hipoglicemiante,
(Phyllantus spp) rutina, astragalina, nirurina, fisetina-4-0 | antiespamodico,
glicosideo, triacontanal, triacontanol e hepatoprotetor, litolitico,
[19,20,22] | hipofilantina, aicaléides, lignanos e colagoga.
terpenos.
Senne Glicosideos, flavonoides, mucilagens,

Cassia angustifélia)

antracenos, crisofanol, senosidos A e B,

Laxante e purgante.
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[8,15,19] | heterosidos complexos.
Sabugueiro Glicosideos, flavonéides e acidos Diuretico, sedativo,
{Sambucus nigra) orgénicos, antrocianosideos. antitérmico,
antiinflamatério,
11,15,19] hipoglicemiante e laxante.

A fluorescéncia de raios-X (do ingiés, X-Ray Fluorescence, XRF) é uma
técnica de emissdo atdmica fundamentada no efeito fotoelétrico. O atomo
submetido a um processo de irradiagdo por uma fonte de raios-X, ejeta um elétron
de uma camada eletrbnica interna. Para a estabilizacdo da forma excitada
resultante do processo, elétrons das camadas eletrénicas mais externas caem
rapidamente para as lacunas geradas, liberando a diferenca de energia potencial
existente entre os dois niveis de energia envolvidos. Como este processo envolve
niveis de energia que sdo caracteristicos de cada elemento, a radiagdo emitida
para cada transicdo é também caracteristica. Desta maneira, a energia de
radiacdo emitida pode ser diretamente empregada para a identificacdo do
elemento em questdo. Como a intensidade de radiagao emitida € uma funcgéo da
concentraggo do elemento, a técnica também fornece informagdes quantitativas
[24].

A voltametria de redissolugdo anddica de pulso diferencial (do inglés,
Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry, DPASV) tém-se destacado para a
determinag&o de tragos de metais, entre outros, como cadmio, chumbo, zinco,
cobre, ouro, estanho em matrizes diversas. Aplica-se um potencial mais negativo
do que o potencial de redugdo do metal em questdo para a etapa de pré-
concentragdo. A oxidagdo do elemento pré-concentrado na superficie do eletrodo
ocorre durante a varredura anédica, onde a corrente de pico para cada elemento é
proporcional a concentragdo. Considerando-se o eletrodo de gota pendente de
merclrio (do inglés, Hanging mercury drop electrode, HMDE) como eletrodo de
trabalho, durante a deposigéo ocorre a formag&o de uma amalgama, e, portanto a

ASV somente pode ser usada para determinar metais que possuirem uma
apreciavel solubilidade no mercurio [25,26].
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Levando-se em consideragdo a complexidade e diversidade das matrizes
(plantas medicinais) e o numero elevado de elementos, a fluorescéncia de raios-X
tem potencial para gerar informagdes qualitativas e semi-quantitativas, enquanto a
voltametria permite a quantificagdo de alguns metais a nivel de tracos.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a presenca de metais

em plantas medicinais destinadas a produgéo de fitoterapicos.

Os objetivos especificos compreenderam:

Estabelecer metodologia analitica e comparar as técnicas de
fluorescéncia de raios-X com energia dispersiva com fonte de Rh
(EDXRF) e com luz sincrotron (SYXRF) para procedimentos de
screening, visando a andlise semiquantitativa de elementos
inorgénicos, em particular metais, em plantas medicinais.
Desenvolver método analitico, empregando a voltametria de
redissolugdo anddica de pulso diferencial (DPASV), para a
determinagdo sequiencial de cadmio e chumbo em plantas
medicinais.

Aplicagdo dos métodos em amostras de plantas medicinais de uso
popular.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas medicinais e fitoterapicos

Planta medicinal é um vegetal que produz em seu metabolismo natural
substéncias, em quantidade e qualidade necessarias e suficientes, capazes de
provocar modificagdes nas fungdes biologicas. Essas substancias séo
denominadas principios ativos, que tem finalidade terapéutica. Alguns principios
ativos, no entanto, podem apresentar elevada toxicidade e, portanto, a dosagem
deve ser cuidadosamente avaliada. O fitoterapico é o produto final obtido a partir
da planta medicinal, podendo ou ndo conter excipientes em adigéo [27-30]).

A definigéo de produto fitoterapico, segundo a Portaria n° 6 da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satide do Brasil (Brasil, 1995b), deixa
entrever que a transformagdo de uma planta em medicamento deve visar a
preservagao da integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a
constancia de sua ag&o bioldgica e a seguranga de utilizagdo, além de valorizar o
seu potencial terapéutico. Para alcangar esses objetivos, a produgdo de
fitoterapicos requer necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos
botanicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmacolégicos, toxicoldgicos e analiticos.
Essa fundaméntagéo cientifica, necessaria para o desenvolvimento de um produto
fitoterapico propriamente dito, o diferencia das plantas medicinais e das
preparagdes utilizadas na medicina popular. Ao mesmo tempo, essa pratica
origina uma hierarquizagdo das plantas medicinais quanto ao conhecimento
cientifico acumulado e, portanto refere-se também, & potencialidade de uso na
produgdo de medicamentos [31].
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A fitoterapia é provavelmente a mais antiga forma terapéutica de que se
tem registro na medicina. Comegou a ser praticada ha cinco mil anos e veio para o
ocidente, combinando os antigos ensinamentos orientais com os remeédios
populares e as tradigdes indigenas.

Do conhecimento popular para o conhecimento cientifico foram necessarios
anos de pesquisas, gue comprovaram o que 0s médicos de todas as épocas ja
sabiam: a plantas medicinais realmente exercem um efeito terapéutico e, portanto,
podem ser consideradas como uma excelente alternativa 8 medicina tradicional.

O uso de plantas medicinais in natura e formulagées como chas, cocgoes,
infusGes, tinturas, xaropes, encapsulados e outros, tem sido incrementada
grandemente nos Gltimos anos. O desenvolvimento deste mercado pelas
industrias farmacéuticas, os remédios que se originam das plantas medicinais,
assim como o desenvolvimento de novas estruturas moleculares, a partir dos
principios ativos das mesmas, & de grande interesse das indlstrias quimicas e
farmacéuticas [32].

Apesar da riqueza da flora brasileira, com cerca de 55 mil espécies e da
ampla utilizagdo de plantas medicinais pela populagéo, existe consenso sobre a
insuficiéncia de estudos cientificos sobre o assunto. Pouca atencéo foi dada
tradicionalmente a esta area de conhecimento pelas instituigdes académicas e
pelas agéncias governamentais de fomento a pesquisa e ao desenvolvimento de
fitofarmacos [29].

Estima-se que das 250.000-500.000 espécies de plantas a nivel mundial,
apenas uma pequena porcentagem tem sido caracterizada fitoquimica e
farmacologicamente. Em 1997, o mercado norte-americano lucrou, cerca de, US$
2 bithGées com produtos de origem vegetal [31]. No entanto, o uso potencial das
plantas medicinais como fontes de novos farmacos ainda é pouco explorado.
Estima-se que, em 1997, as vendas mundiais de produtos fitoterapicos
alcangaram cifras de US$ 10 bilhdes de dolares, com previsdo de um crescimento
anual de 6,5 %. A OMS incluiu roteiros basicos para a avaliagdo de medicamentos
de origem vegetal em paises em desenvolvimento. Paises orientais, como a China
e India, apresentam uma inddstria de fitoterapicos muito bem estabelecida. Paises
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da América Latina vém investindo em programas de pesquisa em plantas
medicinais, padroniza¢gdo e normatizacdo de produtos fitoterapicos, a exemplo do
que ja vem ocorrendo ha algum tempo nos paises europeus como a Franga e a
Alemanha. Como resultado dos estudos cientificos e procedimentos de
normatizagéo e, conseqiente credibilidade dos produtos a base de plantas, na
Alemanha, 50 % dos produtos fitoterapicos s&o vendidos com prescricdo médica e
os custos ressarcidos pelo seguro de saude. Nos Estados Unidos, onde até pouco
tempo os produtos fitoterapicos eram comercializados como “health food”, grupos
de consumidores e profissionais tém buscado uma aiteragdo deste quadro,
através da obtencdo de informagbes sobre a eficacia e seguranga destes
produtos, sendo que um redirecionamento dos registros & previsto pelo FDA (Food
and Drug Administration). Em 1997, o mercado norte-americano de produtos
vegetais movimentou US$ 2 bilhdes de dolares.

No Brasil, 0 mercado de fitoterapicos movimenta US$ 40 milhées ao ano.
No entanto, as industrias de fitoterapicos sdo constituidas, basicamente, por
empresas familiares, de pequeno porte, muitas vezes funcionando precariamente,
de forma empirica.

Em 1995, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, considerando a situagdo
critica em que se encontrava o mercado de fitoterapicos no Brasil, estabeleceu
normas para o registro de fitoterapicos e, posteriormente, publicou proposta de
normas para o estudo de toxicidade destes produtos [33].

A complexidade da composicdo das plantas medicinais e sua variacdo
biolégica inerente fazem com que muitas vezes seja dificil avaliar a sua
seguranga, eficacia e qualidade. A seguranga € determinada pelos ensaios que
comprovam & auséncia de efeitos toxicos, bem como pela inexisténcia de
contaminantes nocivos a sadde, como, por exemplo, metais pesados, agrotdxicos,
microorganismos nocivos e seus produtos metabdlicos, produtos de degradagéo,
entre outros. A seguranca e a eficacia dependem de diversos fatores, como a
metodologia de obteng&o, a formulagdo e a forma farmacéutica, entre outros e,
portanto, devem ser definidas para cada produto, estabelecendo-se parametros de
controle da qualidade do produto final.
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A qualidade adequada das matérias-primas deve ser realizada de acordo
com bases cientificas e técnicas. Nos procedimentos rotineiros de analise de
qualidade, geralmente é preconizado 0 emprego de metodologias quimicas, fisicas
ou fisico-quimicas e biologicas, sendo necessaria a correlagdo entre os
parémetros analisados e a finalidade a que se destina [31].

2.2. Contaminantes

Os contaminantes presentes nas plantas medicinais e fitoterapicos, como os
microorganismos e substéncias xenobiéticas sdo um importante pardmetro no
controle de qualidade. Ainda assim, como qualquer outro produto agricola, as
plantas medicinais podem ser contaminadas com substancias organicas,
inorganicas, naturais e sintéticas, tais como microorganismos, fungos e suas
micotoxinas, assim como, metais pesados, substéncias radioativas, fertilizantes,
residuos de pesticidas e outros [2].

2.3. Metais pesados

Embora o termo “metais pesados” geralmente refere-se aos metais da
tabela periddica desde IIA até VIA, os elementos semimetais B, As, Se e Te s&o
freqlientemente incluidos nesta classificagzo.

Em todas as épocas, o homem tem sido exposto acs metais pesados
existentes no meio ambiente. Em areas com altas concentragdes desses metais
pesados, € provavel que a contaminagdo dos alimentos e da agua por metais
tenha provocado os primeiros casos de intoxicagbes. Os metais lixiviados dos
utensilios de cozinha e mesa também tém contribuido para intoxicagbes
acidentais. O advento da era industrial e o grande desenvolvimento da mineragao
provocaram doengas ocupacionais ocasionadas por diversos metais téxicos. Os
ingredientes a base de metais dos pesticidas e agentes terapéuticos (por exemplo,

antimicrobianos) constituem outra fonte de exposigdo. A queima de combustiveis

10
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fosseis que contenham metais pesados, o acréscimo de chumbo tetraetila a
gasolina e o aumento das aplicagbes industriais dos metais fizeram da poluigdo
ambiental a principal fonte de intoxicagdo por esses metais.

Os metais pesados como o Cd e Pb, que naturalmente ndo podem ser
metabolizados, permanecem no organismo e nele exercem seus efeitos toxicos
combinando-se com um ou mais grupos reativos essenciais para as fungdes
fisioldgicas normais. Os metais pesados, sobretudo os que pertencem 3 série de
transi¢do, s@o capazes de reagir com grupos gue contém O-, S- e N- e os quais
se encontram no organismo sob a forma de OH-, -COO", -OPO3H", >C=0, -SH, -
5-8-, -NH; e >NH [7].

Entre alguns metais essenciais para os seres vivos ou micronutrientes
destacam-se o Fe, Mn, Zn, B, Cu e Mo. Porém, estes podem ser toxicos em altas
concentragbes. Os metais pesados de maior potencial toxico sdo Pb, Cd, Cr, Tl e
Hg. Alguns desses metais tém sido atribuidas propriedades carcinogénicas e o
aparecimento de problemas cardiacos. Metais micro-nutrientes essenciais como
Cu e Zn podem exercer um carater tdo téxico quanto Pb ou Cd, dependendo das
suas concentragoes.

Os metais presentes em solos de floresta tém principalmente origem natural
enddgena e deposicéo atmosférica. Quando presentes na atmosfera, sejam como
particulas ou como vapores, eles podem ser de origem natural ou antrépica. Entre
as fontes antropicas de metais para a atmosfera, destacam-se principalmente as
atividades de mineragdo, a combustdo de combustiveis fosseis, a producdo de
cimento, as indUstrias metalargicas e a combustéo de residuos sélidos e entre as
fontes naturais temos aqueles provenientes de vulcoes.

A presenga de metais pesados em plantas medicinais pode ser decorrente
de varios fatores, tais como poluentes ambientais ou residuos de agrotoxicos [33].

No &mbito da analise farmacéutica, o termo “metal pesado” tem sido
utilizado para descrever, principalmente, o chumbo, o arsénio, o cadmio, o cobre e

o mercurio, elementos cuja ingestdo deve ser restrita devido a seus efeitos
toxicos.

11
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2.3.1. Chumbo

O chumbo € um metal praticamente ubiquo no ambiente, em virtude da sua
ocorréncia natural e do seu uso industrial. De modo geral, a exposigédo do ser
humano ao chumbo ocorre primariamente através dos alimentos. Nos Estados
Unidos a ingestdo diaria media do adulto varia de 0,1 a 2 mg de chumbo/dia.
Todavia, a maioria dos casos manifestos de toxicidade pelo chumbo decorre de
exposi¢cdo ambiental e/ou industrial.

As principais vias de absor¢do de chumbo s#o o trato gastrointestinal e o
sistema respiratorio. Os compostos organicos do chumbo podem também
ingressar no organismo através da pele. As duas principais rotas de exposi¢éo
humana ao chumbo advém da atmosfera e da alimentagéo, cuja intensidade e
duragdo podem provocar problemas neurolégicos, renais, imunolégicos,
reprodutivos e cancerigenos [34,35].

A absorgdo gastrointestinal de chumbo varia de acordo com a idade.
Enquanto o individuo adulto absorve aproximadamente 10% do chumbo ingerido,
a crianga chega a absorver até 40%. Pouco se sabe a respeito do transporte do
chumbo através da mucosa do trato gastrointestinal. Surgiu-se a hipotese de que
o Pb*? e 0 Ca™ podem competir por um mecanismo de transporte comum, visto
que existe uma relagdo reciproca entre o contetido de calcio da dieta e a absorgdo
de chumbo. Apos ser absorvido, o chumbo inorganico se distribui inicialmente nos
tecidos moles, sobretudo no epitélio tubular dos rins e no figado. Com o tempo, o
chumbo sofre redistribuicdo e deposita-se nos ossos, nos dentes e no cabelo.
Cerca de 95% do chumbo acumulado pelo organismo s&o encontrados nos o0ssos.
Apenas pequenas quantidades de chumbo inorganico acumulam-se no cérebro,
sendo a maior parte encontrada na substancia cinzenta e nos ganglios da base.
Praticamente todo o chumbo inorgénico circulante encontra-se associado aos
eritrocitos. Somente quando o chumbo estd presente em concentragdes
relativamente altas € que aparece uma porgao significativa no plasma [7].

12
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2.3.2. Cadmio

O cadmio ocupa um lugar préximo ao chumbo e ao mercurio no interesse
toxicologico atual. E encontrado na natureza em associagdo ao zinco e ao
chumbo, de modo que a extragcdo e o processamento destes metais resultam
quase sempre em contaminagdo do meio ambiente pelo cadmio. O elemento foi
descoberto em 1817, porém era raramente utilizado até que suas propriedade;s
metallrgicas valiosas fossem descobertas, ha cerca de 50 anos. A alta resisténcia
a corroséo, as interessantes propriedades eletroquimicas e outras propriedades
quimicas Uteis sdo os fatores responsaveis pela larga aplicacdo do cadmio na
galvanizagéo e no revestimento elétrico, bem como no seu uso em plasticos, tintas
e pilhas de niquel e cadmio. As aplicagdes e a produgdo do cadmio continuam
aumentando. Como menos de 5% dos metais s&o reciclados, a poluigdo ambiental
e um fator importante a ser considerado. O carvdo e outros combustiveis contém
cadmio, e a sua combust&o libera o elemento no meio ambiente [7].

Os fertilizantes produzidos a partir de minérios do fosfato constituem uma
fonte principal da poluicdo difusa do cadmio. Em aguas naturais, o cadmio é
encontrado principalmente nos sedimentos inferiores e em particulas em
suspensao [124].

O cadmio pode ser encontrado tambérn no ar, no particulado, em que o
oxido de cadmio é, provavelmente, o constituinte mais importante [124]. Os niveis
sdo geralmente mais elevados na vizinhanga de plantas metallrgicas. Para a
populagdo em geral que ndo vive em tais areas, a exposicdo ao cadmio
proveniente do ar ndo excede 0,8 ug/dia [125].

A contaminagdo da agua potavel pode ocorrer em conseqiiéncia da
presenga de cadmio em algumas tubulagbes galvanicas ou de soldas contendo o

metal.

A dose oral letal de cadmio estimada para seres humanos é de 350 - 3500
mg [126].
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Foi verificado que o rim & o 6rgdo mais afetado por uma lata exposicao de
cadmio. O metal afeta a fungdo dos tabulos proximais e o primeiro sintoma de
intoxicag@o € um aumento na excregéo urinaria de proteinas.

Estudos epidemiolégicos evidenciaram que ndo existe uma maior incidéncia
de cancer em povos expostos ao cadmio através da dieta. No entanto, foi
verificada uma maior incidéncia de cancer de pulmio em pessoas expostas
ocupacionalmente ao elemento, por via inalatéria [126].

Ainda, ndo existem evidéncias que o cadmio excerca efeitos genotoxicos.

2.3.3. Limites de Tolerancia

O estabelecimento de limites de tolerancia para esses elementos em
plantas medicinais tem sido discutido. Algumas legislagées consideram
adequados os limites determinados para alimentos; outras, no entanto, entendem
gue as drogas vegetais devem seguir 0s mesmos critérios fixados para as demais
materias-primas farmacéuticas e medicamentos.

Segundo SCHILCHER et al. (1987) [5], os métodos de analise
farmacopéica tradicionais, baseados em ensaios-limite, ndo sdo seletivos para
metais pesados, além de apresentarem pouca sensibilidade e baixa precisdo. A
ultima versdo da Farmacopéia Americana (USP XXV, 2001) ainda recomenda
para os produtos vegetais, o ensaio limite para metais pesados. O ensaio envolve
a adiggo de sulfeto de hidrogénio & amostra, onde a concentragdo de metais é
calculada pela turbidez e expressa em microgramas de Pb. Os metais que
respondem ao ensaio sdo Pb, Hg, As, Bi, Sb, Cd, Ag, Cu e Mo [35]. O limite
aceito, para metais em plantas medicinais é de no maximo 0,005% (50 mg kg™).

Na monografia da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1990) - Selegao
Das Plantas Medicinais - foram estabelecidos para os fitoterapicos limites para Pb
e Cd de 10 e 0,3 mg kg™, respectivamente [36]. No caso das plantas medicinais,
0s procedimentos usuais de extragdo empregados na preparagéo de fitoterapicos
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;

s80 capazes de extrair percentuais que variam de 3% a 48% do teor total de
metais pesados presentes na planta [31].

A WHO/FAQO recomenda uma ingestdo semanal provisoria toleravel (PTWI-
provisional tolerable weekly intake) de 25 e 7 pg kg™ de peso corporeo de Pb e
Cd, respectivamente [37,38].

Na literatura encontram-se poucos trabathos sobre a presenca de
contaminantes em fitoterapicos. Um estudo realizado no Egito evidenciou a
presenca de metais pesados em plantas medicinais como flores de camomila,
onde foram encontrados valores de chumbo (0,242 e 0,308 mg/kg), zinco (116 e
122 mg/kg), cobre (8,9 e 10,4 mg/kg) e ferro (105 e 125 mg/kg) [6]. Em amostras
de menta, foram determinados cadmic (0,294 e 0,306 mg/kg), cromo (0,088 e
0,096 mg/kg) e manganés (36,9 e 38,8 mg/kg). As concentragdes de chumbo e
cadmio encontradas nas diferentes amostras foram atribuidas, principalmente, a
agua de irrigagéo, emprego de fertilizantes e herbicidas. Ainda, foi verificada uma
acumulagéo de chumbo em plantas cuitivadas em regides proximas a fontes
potenciais de emiss&o de chumbo. Estes resultados foram comparados com os
valores reportados por KIM et al. (1994) [39], que analisaram amostras de plantas
medicinais cultivadas em lugares n&o poluidos, sendo que os valores encontrados
para Cd, Cu, Pb, Zn, Cr, Ni e As em plantas foram 0,386, 6,636, 0,817, 27,776,
1,448, 0,729, 40,277 mg kg", respectivamente. Esses valores determinados estio
muito préoximos dagueles citados por ABOU-ARAB (1990) [6]). Por outro lado,
GRAVEL et al. (1994) [40] e JANUZ et al. (1994) [41] verificaram que o teor de
metais pesados em plantas cultivadas em regides industriais apresenta um teor
mais elevado de metais do que aquelas cultivadas em regides menos
industrializadas. SVICEKOVA e HAVRANEK (1995) [42] relatam que o teor de

metais pesados nas plantas medicinais depende tanto do tipo de planta como das
condi¢Ses ambientais na qual é cultivada.
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2.4, Fluorescéncia de Raios-X

2.4.1. Fundamento

A fluorescéncia de raios-X (FRX) & uma técnica de emissdo atdémica
fundamentada no efeito fotoelétrico. O atomo submetido a um processo de
irradiagdo por indugéo de particulas e ou por uma fonte de raios-X (tubo de rédio,
radicisotopos naturais, luz sincrotron, etc) (Figura 1) ejeta um elétron de uma
camada eletronica interna (Figura 2a). Para a estabilizagdo da forma excitada
resultante do processo, os elétrons das camadas eletrénicas mais externas caem
rapidamente para as lacunas geradas, liberando a diferenca de energia existente
entre os dois niveis de energia envolvidos (Figura 2b). Como este processo
envolve niveis de energia que sdo caracteristicos de cada elemento, a radiagéo
emitida para cada transi¢do é também caracteristica. Desta maneira, a energia de
radiagdo emitida pode ser diretamente empregada para a identificagdo do
elemento em questdo. Como a intensidade de radiagao emitida é uma funcéo da

concentracdo do elemento, a técnica também fornece informagdes quantitativas
[24].
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Figura 1: Esquema de um tubo de raios —X [24].
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Figura 2: Representagéo dos fundamentos da Fluorescéncia de Raios-X. (a) Efeito

fotoelétrico; (b) Emissdo proveniente de transigées eletrdnicas.
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O processamento do espectro tem a fungdo de ler um espectro e integrar os
picos determinando sua intensidade no espectro. Os elementos a serem
analisados devem ser listados com suas respectivas linhas de emissao (Ka, Kg, Lo,
Ls,). Depois de processado o espectro, suas intensidades podem ser lidas em
contagem por segundo (cps).

Nos espectros obtidos, 0os elementos podem ser identificados de acordo
com sua posicdo na escala de energia conforme esta ilustrado na Tabela 2, na
qual estdo apresentados apenas alguns elementos. Os dados completos com as

linhas de emissdo estdo apresentados na Tabela | no ANEXO I.

Tabela 2. Energia de emissé&o e absorgdo de alguns elementos

Elementos  Kaus Ka Ks Labs L, Le
\' 5463 4,948 5426 0,512 0511 0,519
Cr 2988 5411 5946 0,574 0,573 0,583
Mn 6,537 5,894 6482 0,639 0,637 0,649
Fe 7,111 6,398 7,067 0,708 0,705 0,718
Co 7,709 6,924 7648 0,779 0,776 0,791
Ni 8,331 7,471 8263 0,853 0,851 0,869
Cu 8980 8,040 8904 09833 0,930 0,950
Zn 9,660 8630 9,570 1,022 1,012 1,034
Ga 10,368 9,241 10,262 1,117 1,098 1,125
Hg 12,285 9,87 11,821
TI 12,657 10,267 12,211
Pb 13,044 10,550 12,612
Bi 13,424 10,837 13,021
Rh 23,224 20,165 22,712 3,002 2,696 2,834
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Uma representagdo esquematica dos niveis de energia atdmicos, das
transicGes possiveis e das respectivas denominagées é apresentada na Figura 3.

o v
N A h 4
L * Y ¥V Y Linhas M f
Linhas L 3
K Yy o
Linhas K ENERGIA

Figura 3: Diagrama das transig6es e suas respectivas denominagdes.

A técnica de FRX apresenta uma ampla variedade de espectrometros, que
se diferenciam pelo modo de excitagdo ou pela configuragido do equipamento.
Basicamente, a técnica pode ser dividida em 3 categorias principais [43,44]:

1.- Comprimento de Onda Dispersivo (seqiiencial ou simultaneo).
2.- Energia Dispersiva (diferentes modos de excitagéo).
3.- Especiais: a) Reftexdo Total

b) Fonte de radiag&o sincrotron

¢) Indug&o por particula

Neste trabalho, sera utilizado equipamento a base de energia dispersiva,
seja usando-se fonte de tubo de rédio ou fonte de luz sincrotron.

A fluorescéncia de raios-X (XRF) é um dos métodos analiticos mais usados
na identificagdo qualitativa dos elementos com nimero atémicos maior que o

oxigénio (>8). Além disso, é frequentemente empregada na andlise elementar
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semiquantitativa ou quantitativa. Uma vantagem particular da XRF & que, em
contraste com a maioria das outras técnicas de analise elementar, & uma técnica
nao-destrutiva da amostra.

Uma area onde as técnicas de raios-X estejam encontrando aplicagao
crescente esta na determinagéo de poluentes em amostras ambientais como ar,
agua e solo [45]. Por muitos anos, a sensibilidade do método da fluorescéncia néo
era suficiente para as medidas diretas de contaminantes ao nivel de ppm e
metodos de pré-concentracdo eram requeridos, anteriores a andlise de matrizes
diversas. ONAGA (1996) desenvolveu metodologia para a determinagéo de Cr,
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Hg e Pb em &gua empregando resina de troca ibnica e
precipitacdo com dibenzilditiocarbamato de sodio (NaDDC) para a pré-
concentracao dos metais com posterior determinagdo por EDXRF [127].

A fluorescéncia de raios-X oferece um nimero expressivo de vantagens.
Os espectros s&o relativamente simples; assim, a interferéncia entre as linhas
espectrais & improvavel. Geralmente, o método de raios-X é ndo destrutivo e pode
ser usado na andlise de obras raras, espécies arqueoldgicas, joias, moedas e
outros objetos de valor, sem, contudo danificar ou mesmo destruir a amostra.
Além disso, podem ser realizadas analises em amostras que variam desde uma
mancha pouco visivel até um objeto volumoso. Outra vantagem na analise multi-
elementar € a elevada frequéncia analitica. Finalmente, a preciséo e a exatidao
dos métodos de fluorescéncia de raios-X freqiientemente se igualam ou s&o
melhores que a de outros métodos.

Para os elementos leves, os métodos de fluorescéncia de raios-X nio sdo
tao sensiveis como os métodos espectroscopicos. As dificuldades nas medidas e
detecgdo tornam-se progressivamente maiores quando os numeros atdmicos
diminuem, em parte devido a um processo que surge competindo com o de
interesse chamado emiss&o Auger, que reduz a intensidade da fluorescéncia [24].
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2.4.2. Fluorescéncia de Raios- X de Energia dispersiva (EDXRF)

A fluorescéncia de raios-X de energia dispersiva tem sido empregada na
determinagdo simultdnea de diversos elementos em uma ampla faixa de
concentragdo. A instrumentagdo foi possivel devido ao desenvolvimento
simultdneo do detector Si(Li), do analisador multicanal da altura de pulso e de
microcomputadores poderosos [24].

Os raios X caracteristicos agem como fotons convertendo-se de um raios-X
do transdutor a carga. A carga produzida é diretamente proporcional a energia
dos raios-X que entram no detector [46].

EDXRF é uma técnica bastante interessante no ambito da quimica analitica,
pois, além de ser um método ndo desfrutivo, permite a analise muitielementar
simultdnea. Ainda, tem capacidade para analise qualitativa e quantitativa, n&o
requerendo tratamento préevio da amostra e apresentando gquase total
insensibilidade a forma quimica em que as espécies de interesse se encontram.

A analise quantitativa por EDXRF embora apresenta menor resolugdo
(causam alargamentos dos picos e assim maiores problemas de sobreposigéo
espectral), ela € uma técnica extremamente vantajosa no requisito tempo. A
técnica & recomendavel para analises rapidas exploratdorias ou analises
quantitativas de sistemas bem conhecidos {47].

BOMAN et al. (1996) empregaram EDXRF para determinar metais (K, Ca,
Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, Pb) em arvores saudaveis e ndo saudaveis,
ressaltando a simplicidade do meétodo e 0 baixo custo da analise. Tudo isto
propicia a sua vasta aceitagdo em metodos aplicados a identificacdo elementar
relacionados a alimentos [48,49], plantas medicinais [50], material biolégico [51],

entre outros.
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2.4.3. Fluorescéncia de Raios- X de Energia dispersiva com Luz

Sincrotron (SYXRF)

Luz sincrotron € a radiagao eletromagnética intensa produzida por elétrons
de alta energia em um acelerador de particulas. A luz sincrotron abrange uma
ampla faixa do espectro eletromagnético: raios-X, UV e Infravermelho e radiacao
VIS. E com esta radiacdo que cientistas estdo descobrindo novas propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas existentes em atomos e moléculas [52]. Neste caso,
a radiacao sincrotron substitui as fontes convencionais de excitacao.

No sincrotron, os elétrons sdo injetados em um anel com alto vacuo e
mantidos em alta energia cinética através de um oscilador magnético. Os campos
verticais aceleram os elétrons horizontalmente, e estas aceleragées causando a
emissao tangencial de um feixe denominado radiagdo sincrotron (Figura 4)
[43,44].

Figura 4. Esquema do anel gerador da radiagao sincrotron.
1- Anel de armazenamento de elétrons, 2- Linha de transporte, 3- Acelerador
linear de elétrons, 4- Linha de luz [52].
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Os sincrotrons séo construidos por uma cémara de vacuo, por imas
dipolares que mantém os elétrons em O6rbita circular e cavidades de
radiofrequéncia que aceleram progressivamente os elétrons até que atinjam uma
certa energia requerida para experiéncias de colises de particulas elementares.
O anel de armazenamento de elétrons € uma maquina com principio de
fundamento similar ao dos sincrotrons. O objetivo dos primeiros anéis de
armazenamento de elétrons era ¢ de armazenar uma corrente alta de elétrons a
energias elevadas, para utilizacdo em experiéncias de fisica de particulas
elementares (colisGes elétron-positron, por exemplo). Posteriormente, a partir do
final da década de 60, os anéis de armazenamento comegaram a ser usados
também, em forma partilhada, como fontes de luz sincrotron. A partir dos anos 80
comegou a construgdo de anéis de armazenamento de elétrons dedicados
exclusivamente a produgéo de luz (sem nenhuma utilizagdo em experiéncias de
colisbes). O anel de armazenamento de elétrons, além dos imés dipolares (ou
dipolos), tem im&s quadrupolares e sextupolares para focalizar e reduzir
aberragGes do feixe eletrénico. Devido aos principios similares de funcionamento,
0 acelerador principal da fonte de luz sincrotron construido no LNLS é
denominado de anel de armazenamento de elétrons ou sincrotron. Em alguns
casos, usa-se o termo acelerador circular [52].

Este tipo de fonte tem proporcionade melhoras nos limites de detecgao das
analises por FRX, basicamente decorrente das proprias propriedades fisicas deste
tipo de radiagdo. Dentre elas, as principais séo [45,53]:

a) Feixe mais intenso que as fontes convencionais (4-5 ordem de
grandeza), com distribui¢do continua de energia.
b} Radiag&o altamente colimada, permitindo a analise de amostras

com tamanho reduzido.
c) Polarizagdo linear no plano da trajetéria em que o elétron é
mantido permitindo reduzir os efeitos de espalhamento e

conseqientemente a radiagdo de fundo (melhora a relagéo
sinal/ruido).
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Apesar das inimeras vantagens associadas a utilizagdo de fontes de
radiagéo sincrotron, um dos principais inconvenientes desta técnica é o alto custo
embutido na construgdo e manutengdo do gerador deste tipo de radiagdo. Além
disso, a intensidade da fonte diminui com o tempo, propriedades que devem ser
contornadas através do monitoramento continuo do feixe primario ou com o

emprego de padrdo interno nas amostras analisadas.

2.5. Métodos Voltamétricos

2.5.1. Fundamentos

A voltametria compreende um grupo de métodos eletroanaliticos nos quais
a informacéo sobre o analito é obtida através de medidas de corrente em fun¢ao
do potencial aplicado em condi¢bes de polarizagdo do eletrodo de trabatho.
Geralmente, para aumentar o efeito de polarizagdo, os eletrodos de trabalho na
voltametria s&o microeletrodos com grandes &reas superficiais.

Historicamente, 0 campo da voltametria se desenvolveu a partir da
polarografia, que € um tipo particular de voltametria, que foi descoberta pelo
quimico tchecoslovaco Jaroslav Heyrovsky, no inicio da década de 20 do século
passado. A polarografia, que ainda € um ramo importante da voltametria, difere
de outros tipos de voltametria porque o microeletrodo utilizado & um eletrodo
gotejante de mercurio (do inglés, dropping mercury electrode, DME).

A voltametria é largamente usada pelos quimicos inorganicos, fisico-
quimicos e bioquimicos para diversas finalidades, incluindo estudos fundamentais
de processos de redugéo e oxidagdo em vérios meios, processos de adsorgdo em
superficies, mecanismos de transferéncia de elétrons em superficies de eletrodos
quimicamente modificados e outras.

Para a obtengéo das medidas de corrente, utiliza-se um potenciostato para
aplicar a diferenga de potencial em fungdo de um eletrodo de referéncia. Este
permanece com o potencial estavel enquanto a corrente medida flui entre o

eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar, que geralmente é um eletrodo de
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platina. Os eletrodos encontram-se numa célula voltamétrica imersos em um
eletrdlito de suporte. O eletréiito de suporte é uma solugdo condutora e inerte na
faixa de potencial de trabalho e, geralmente, a concentragao deste eletrélito & bem
elevada em relagdo & concentragdo do analito, para minimizar a corrente de
migragao.

Quando se aplica uma diferenga de potencial entre o eletrodo de trabalho
(DME) e o auxiliar, a corrente que aparece é registrada em fungfio desta diferenca
de potencial. Na presenga de uma espécie eletroativa, a corrente aumenta se a
diferenca de potencial for suficiente para reduzir ou oxidar a espécie. A corrente
limite, controlada por difusdo (iz), & proporcional & concentragdo da espécie
eletroativa e pode ser representada pela equag&o de llkovic Eq (1) [26]:

la=7,08x10*nCD % m?3t "¢ Eq (1)
Onde:
n: nimero de elétrons envolvidos no processo de transferéncias de carga;
C: concentrag@o da espécie eletroativa no seio da solugdo (mmol/L);
D: coeficiente de difusdo (m?/s);
m: taxa de escoamento do mercurio (mg/s),

t: tempo de gota (s).

Na Figura 5, estd apresentado um polarograma caracteristico para o
cadmio, obtido através da polarografia de corrente continua.

O potencial de meia-onda (representado por Ei;) € o potencial no qual a
corrente alcanga a metade de seu valor limite e é similar ao potencial formal. Esse
potencial oferece informagdes qualitativas, independe da concentragdo do analito

e pode sofrer alteragSes em fungéo do eletrdlito de suporte utilizado [24].

25



Revisdo Bibliografia

LN e — T T
15+ imix
i médio
1
S 10f
=
E
g Potencial de Corrente de
© meia-onda difuséo, i,
sk -
igf2
B
¢ T Corrente residual n
| | ] [ | | L L I
0 -0.3 -0,6 -0.9 -1.2

Potencial aplicado. V vs. ECS

Figura 5: Polarograma para: A) soluggo de HCt 1 mol L™ com 5x 10* M de Cd*2 e
B) solugdo de HCI 1mol L™ [24].

Um nimero consideravel de novas técnicas voltametricas tem sido
desenvolvido para suplementar a polarografia de corrente continua convencional,
como: pulso normal, pulso diferencial, de onda quadrada, técnicas de voltametria
de redissolugéo anodica/catodica e a voltametria adsortiva por redissolugéo.

2.5.2. Voltametria de Redissolugio

Nos Ultimos anos, houve uma demanda crescente pela deteccdo e
quantificacdo de componentes tragos em matrizes complexas. A conscientizagao
de efeitos prejudiciais de alguns elementos tragos em matrizes como alimentos,
aguas naturais, efluentes industriais e esgotos domésticos, fez com que surgissem
rigorosas legislages pulblicas direcionadas ao monitoramente  destes
componentes em amostras a niveis de parte por bithdo (ppb). Para isso, métodos

analiticos mais sensiveis eram necessarios. Uma nova técnica voltametrica
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destinada & analise de tragos foi desenvolvida, a voitametria de redissolu¢do.
Apesar de outras técnicas analiticas sensiveis e confiaveis (como espectrometria
de absorgéo atémica e outras) terem sido utilizadas na analise de tragos, fatores,
tais como alto custo de instrumentag&o, extensiva preparagdo das amostras e
seletividade limitada, reduzem a eficacia destas técnicas principalmente quando
aplicadas & analise de multi-componentes em matrizes de amostras complexas
[24)].

De modo geral, a sensibilidade de toda técnica analitica pode ser
aumentada introduzindo uma etapa preliminar de pre-concentragéo no preparo de
amostra, por exemplo, uma extragdo com liquido-liquido, liquido-sdlido ou extrato
em fase solida. Na voltametria de redissolugao, uma técnica eletroquimica de pré-
concentracdo € usada. O analito é concentrado, de soluges muito diluidas, pela
eletrolise a um produto coletado no eletrodo e que possa subseqiientemente ser
determinada com uma sensibilidade muita elevada. O método é aplicavel
somente a um numero limitado de analitos importantes. A voltametria de
redissolug&o requer o uso dos eletrodos rotatérios ou estacionarios.

A etapa de pré-concentragéo ou de deposicdo consiste no eletro-deposicdo
o potencial constante da espécie de interesse em um eletrodo estacionario ou
rotatorio, sob agitagéo da solugdo, durante um tempo pré-determinado. Durante
esta deposicéo, a solugéo é agitada pelo movimento do préprio eletrodo, no caso
dele ser rotatério, ou por uma barra magnética usando-se um agitador magnético,
no caso dele ser estacionario. Logo apds a eletrodeposicéo, deixa a solugéo em
repouso por alguns segundos, para que os metais depositados tenham um tempo
suficiente para difundir-se no mercrio, tornando a amalgama homogénea. Esse
tempo € chamado de tempo de repouso o de equilibrio (ir). Isto é seguido pela
etapa da determinagdo que consiste na redissolugéo eletrolitica, voltando a
espécie depositada a solugéo de onde havia sido retirada (Figura 6).
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M™ + ne" — M(Hg) (Redugao)
M o>M™ +ne (Oxidagéo)

Mo M
1: pré-concentragao, 2: redissolugio
Figura 6: Voltametria de Redissolugdo Anédica

Os eletrodos mais populares séo o eletrodo de merclrio de gota pendente
(do inglés, hanging mercury drop electode, HMDE) e o eletrodo de filme de
mercario (do inglés, mercury film electrode, MFE) suportado em ouro, platina, e
eletrodos de carbono incluindo pasta do carbono e carbono vitreo. Os eletrodos
do mercurio oferecem a vantagem na analise de determinados ions metalicos, de
que o produto da deposigdo, ou seja, 0 metal reduzido, se dissolve no mercurio
para formar uma amalgama.

Durante a eletrdlise, a corrente que fiui é descrita pela equagdo de LEVICH
Ea. (2) [128]:

i)=062 nFAD* "™ Ca,  Eq.(2)
Onde n é o nimero de elétrons transferidos durante areagdo, F é a

constante de Faraday, A é a area geométrica do eletrodo, D é o coeficiente de
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difusdo, w & a velocidade de rotagdo, v € a viscosidade cinematica e Cay) € a
concentragéo do analito.

Recomenda-se, em geral, usar o eletrodo de mercurio de gota pendente
para concentragbes acima de 1 ppb e o de filme de merctrio para concentragdes
abaixo desta.

O potencial a ser aplicado no processo de deposi¢édo permite controlar a
seletividade na analise de uma solugdo que contém varios ions metalicos. Assim,
somente um metal ou um grupo de metais pode ser depositado, evitando a
deposi¢ao de outros metais que possam vir a interferir na etapa de redissolugo.
Quanto mais catodico o potencial, maior o nimero de elementos depositados e
maior a possibilidade de interferéncia. Também, a formagdo de compostos
intermetalicos pode causar problemas analiticos. Quando os metais, tais como o
cobre e o zinco, estdo presentes na solugdo, hd uma tendéncia da formagio de
compostos intermetalicos de Zn/Cu no eletrodo de mercirio [25].

A Figura 7a ilustra a forma do sinal de excitacdo de potencial usualmente
aplicado no meétodo de redissolugdo anddica de varredura linear para a
determinag&o de cadmio e cobre em solugdes aquosas. Inicialmente € aplicado,
no microeletrodo, um potencial catédico de —1 V por um tempo definido e sob
agitagdo. Apos um tempo de repouso ou equilibrio, sem agitagdo, o potencial do
eletrodo e alterado linearmente para valores menos negativos e a corrente é
registrada em fung&o do potencial. A Figura 7b mostra o voltamograma resultante.

Entretanto cabe mencionar, que a presenga de oxigénio dissolvido no
eletrélito de suporte interfere na determinagéo das espécies eletroativas, visto que
o oxigénio sofre redugdo, em duas etapas, no dominio de eletroatividade
empregando o eletrodo de mercdrio. Para tanto, faz-se necessario, anterior
medidas voltamétricas, a remogdo do oxigénio dissolvido, por arraste com um gas
inerte (nitrogénio) por um tempo de 5 a 10 minutos [24].

29



Revisdao Bibliografia
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Figura 7: a) sinal de excitagdo para determinagéo de Cd*2 e Cu*? por redissolugio.
b) Voltamograma obtido para a redissolugdo dos elementos
previamente depositados na superficie do eletrodo [24].

A sensibilidade da voltametria de redissolucdo depende da combinagdo da
pré-concentragdo obtida na etapa de deposicdo e da técnica voltamétrica
empregada na etapa de redissolugdo. Entre as técnicas voltamétricas, a de pulso
diferencial permite registrar maiores intensidades de corrente para uma mesma
concentragdo de analito frente 4 de corrente continua ou pulso normal. De modo
geral, a sensibilidade é elevada e é limitada frequientemente pela pureza dos
reagentes, tecnicas de amostragem e abertura da amostra. Os limites tipicos da
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detecgdo para as técnicas de redissolugdo situam-se na faixa de 10°- 10 mol L-
)

2.5.3. Voltametria de Pulso Diferencial

Na voltametria de pulso diferencial, pequenos pulsos sio sobrepostos em
uma rampa linear de potencial como esta mostrado na Figura 8. A altura do pulso
& chamada de amplitude de modulagéo. O pulso, com valores de 5 a 100 mV de
amplitude, € aplicado durante os Gitimos 60 ms da vida da gota de mercirio. A
gota ¢ entdo desalojada mecanicamente do capilar. A corrente é medida uma vez
antes do pulso ser aplicado e novamente nos tltimos 17 ms de duragéo do pulso.
O polarégrafo subtrai a segunda corrente da primeira e plota essa diferenga
versus o potencial aplicado, como mostra Figura 9 [26].

Uma vantagem do polarograma em forma pico € que maximos individuais
podem ser observados para substancias com potenciais de meia-onda que
diferem entre si por valores pequenos, como 0,04 a 0,05 V. Ao contrario, a
polarografia classica e de pulso normal requerem uma diferenga de potencial de
cerca de 0,2 V para resolugdo das ondas. Mais importante, entretanto, é que a
polarografia de pulso diferencial aumenta a sensibilidade do método polarografico,
conforme a Figura 10.

Potenciat

|
| gotejamento |

Tempo

Figura 8: Sinais de excitagdo para polarografia de pulso diferencial [24].
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Figura 9: Voltamograma de um experimento de voltametria de pulso diferencial
[24].
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Figura 10: a) Voltamograma de pulso diferencial b) Polarograma de corrente
continua [24].
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A maior sensibilidade da voltametria de pulso diferencial pode ser atribuida
a duas fontes: (i) aumento da corrente faradaica e (ii) decréscimo da corrente de
carga capacitiva, ou seja, ndo faradaica. Cabe ressaltar que apenas a corrente
faradaica é proporciona! a concentragao do analito.

2.6. Metodologias analiticas

O chumbo e o cadmio sdo elementos determinados por diferentes métodos
analiticos, que incluem desde os métodos volumétricos classicos até as mais

modernas técnicas instrumentais.

2.6.1. Métodos instrumentais

Diversos métodos analiticos instrumentais foram reportados na literatura
para determinagéo de tragos de metais pesados como o chumbo e cadmio em
matrizes diversas, destacando-se, entre essas, 0s espectrométricos como
espectrometria de absorgdo atbmica, espectrometria de emissdo atdmica,
fluorescéncia de raios-X, andlise por ativagdo neutrdnica e os eletroanaliticos, em
especial, a voltametria.

Algumas reagbes classicas envolvendo as técnicas espectroanaliticas e
eletroanaliticas, na determinagdo de chumbo e cadmio, estdo apresentadas a
seguir.

Métodos Espectroanaliticos

» Colorimetria
Chumbo: o Pb(ll) reage com ditizona formando ditizonato de chumbo, que é
um complexo de cor vermelha em pH 7, sendo o composto extraido com
cloroférmio ou tetracloreto de carbono, anteriormente & medida [55,57,61].
Cadmio: o Cd(ll) reage com ditizona formando ditizonato de cadmio(ll), um
complexo colorido em pH 10-12, sendo o composto extraido com
cloroformio ou tetracloreto de carbono, anteriormente a medida [55,60].
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Espectrofotometria

Chumbo: determinag@o de chumbo em &cido tartarico em solugdo de
cianeto de potassio, aménio e sulfeto de sédio; a absorbancia é medida a
430 nm [55].

Cadmio. determinagdo de cadmio usando-se ditizona em meio neutro ou
altamente alcalino, formando o ditizonato de cadmio Cd(HDz)s; o complexo,
previamente extraido em cloroformio, absorve a 520 nm. Outros
azocompostos sdo empregados para a determinagdo espectrofotométrica
de cadmio, por exemplo: PAN (1-[(5-cloro-5-piridina)azo} —2-naftol), 5-CI-B-

PAN, bromobenzotiazo, arsenazo, entre outros [62].

Fluorimetria

Cadmio. O elemento pode ser precipitado quantitativamente em solugéo
alcalina na presenga de tartarato por 2-(2-hidroxi fenil)-benzoxazol. O
complexo formado, em &cido acético, fluoresce na regigo do UV [55].

Espectrometria atémica

Chumbo: absorgéo atdbmica com chama ar/acetileno; a determinagéo é feita
em solugbes acidas (HCI). Linhas de absor¢do do elemento: 283,31 nm.
Limites de detecgdo na ordem de 10 ng mL™".

Fluorescéncia atémica; chama de Ar-O,-H; a determinagdo & feita em
solugdes acidas (HCI). Linha de absorgdio do elemento: 4058 nm.
Consegue-se limites de detecgdo na ordem de 20 ng mL™" [63-64].

Cadmio: Absorgéo atdbmica; chama ar/acetileno; a determinaggo é realizada
em solugdes acidas (HCI), usando-se a linha de absorgéio do elemento a
228,80 nm. Limites de detecgdo ao redor de 1 ng mL™".

Fluorescéncia atébmica; chama de O, /H,. Linha de absor¢do do elemento:
228,80 nm, limite de detecg&o ao redor de 0,001 ng mL™ [63,64,65].

Ativacdo neutrénica
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Chumbo: limites de deteccdo ao redor de 1 micrograma do elemento com o
fluxo de néutrons térmicos de 10" n/cm®s e 1 hora de radiagao [63].
Cadmio: limites de detecgdo ao redor de 5 ng do elemento com o fluxo de

néutrons térmicos de 10" n/cm™ s e 1 hora de radiagao [63].

Métodos Eletroanaliticos

Coulometria

Chumbo: titulagdes coulométricas com EDTA, usando como eletrodlitoc EDTA
e NHsNO;, pH 8,5 com NH4OH; eletrodo indicador: mercurio e eletrodo
auxiliar: platina em solugdo saturada de K,SO, [66].

Cadmio: Titulagdo coulomeétrica com EDTA, usando-se como eletrdlito
EDTA e NHi;NO; + NaAc, pH 5,5; eletrodo indicador: mercurio e eletrodo
auxiliar: platina em 0,1 mol L™! de NHsNO; [66].

Eletrogravimetria

Chumbo: Deposi¢do quantitativamente sob a forma de didxido de chumbo
no &nodo em alta concentragdo de HNO; [55].

Cadmio: Deposigdo em solugdo levemente alcalina contendo cianeto de
potassio, obtendo-se o complexo, K;[Cd(CN),]. A deposicéo também pode
ser feita em solugdo de acido cloridrico, em presenga de cloreto de

hidroxilamina ou cloreto de hidrazina, que atuam como despolarizantes
anddicos [55].

Titulagbes potenciométricas

Chumbo: Utilizando-se EDTA mediante medidas diretas com eletrodo de
Hg/Hg"?, ou usando acetato (pH 4,6) ou com eletrodo de ion seletivo para
Pb (II) [59].

Cadmio: Utilizando-se EDTA mediante medidas diretas com eletrodo de

Hg/Hg", ou usando-se acetato (pH 4,6) ou com eletrodo ion seletivo para
Cd (1) [59].
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Algumas aplicagées mais recentes de alguns meétodos instrumentais, na

determinagdo de chumbo e cadmio, assim como de outros metais, em diferentes

matrizes, estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Alguns métodos de determinagéo de elementos

Elementos Matriz Técnicas Referéncias

Ti, Mn, Fe, Co, Ni, Aguade mar TRXRF Mazo et al., 1997

Cu, Zn, As, Pb [67].

Fe, Ni, Cu, Zn, Pb Agua de mar RIXRF Mazo et al., 1997

[67].

K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, Vegetais EDXRF Dos Anjos et al.,

Zn, Br, Rb, Sr, Zr, Pb 2002 [68].

Na, Mg, Al, Si, P, S, Plantas XRF Guohui et al,

K, Cl, Ca, Ti, Mn, Fe, 1995 [69].

Cu, Ni, Zn, Pb, Rb,

Sr, Mo, Ba, Br, V, Cr,

Co, As

Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Alimentos (leite, ETAAS Karadjova et al.,

Ni, Pb queijo, 2000 [70].
chocolate)

Cd, As, Pb vegetais DPASV Queirolo et al,

2000 [71].

Cr Plantas XRF Lépez et al., 2002
medicinais [72].

Cr, Pb, Ni, Cu, Zn, Plantas AAS Pluta et al., 1984

Fe, Mn medicinais [73].

Cu, Zn, Fe, Ni, Pb, Plantas DPP Svicekova et al.,

Cd medicinais 1995 [42].

Cu, P, Cd, Zn Sedimentc de ICP-AES Da Silva et al,
rio 2000 [74].
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Cr, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb

Pb, Cd, Ni, Cr, Mn,
Cu

Al, Bi, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Ga, in, Mn, Mo,
Ni, Pb, TI, V, Sb, Sn,
Zn

Cd, Pb, Cu

K, Ca, Ti, V, Cr, Mn,
Fe, Ni, Cu, Zn, Se,
Br, Rb, Sr

Cd, Pb, Zn, Ni, Mo

Pb, Cd, Fe, Cu, Mn,
Zn

As, Cd, Cr, Cu, Fe,
Hg, Pb, Ni, V, Zn

Co, Ni, Cu, Pb

As, Pb, Cd, Cr, Co,
Cu, Ni, Hg, Zn

Ca, Cr, Fe, Mg, Ni,
Pb, Zn

Pb, Cu, Mn, Cr, Cd,
Zn, Hg

Pb, Cd, Ni

Cd

Solo

Calostro
humano

Agua

Agua

Plantas

medicinais

Plantas
medicinais

Liquen
musgos
Agua
Tecidos

carvao
madeira
Amostra
biologica
Amostra

biolégica

Cosméticos

de

AAS

ETAAS

ICP-AES

SWASV

EDXRF

FAAS

GFAAS

ICP-MS/ INAA

ETV/ ICP-MS

TXRF

AAS

AAS

GFAAS

AAS

Alvarez et al.,

2001 [75]

Turan et al., 2001
[76].

Vassileva et al,
2001 [77].

Silva et al., 2001
[78].

Obiajunwa ef al.,
2002 [50].

Baranowska et al.,
2002 [79].

Tuzen, 2002 [80].

Ayrault et al., 2002

[81].

Tanaka et al,
2002 [82].

Dogan ef al., 2002
[83].

Rauf et al., 2002
[84].

Naginiene, et af,
2002 [85].

Horng et al., 2002
[86].

Vondruska, 1995
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[87].
Cu, Pb, Cd, zn, Hg Agua de mar DPASV/GFAAS Locatelli et al,
1998 [88].
Fe, Co, Ni, Mn, Zn, Cabelo humano ICP-AES Rao et al, 2002
Cu, Cd, Pb [89].
Ca, V, CR, Mn, Co, Plantas ICP-MS Krachler et al,
Ni, Cu, Zn, Rb, Ag, 2002 [90].
Cd,Ba, T, Th, U
As Alimento (arroz) ICP-AES/ Dllio et al., 2002
ICP- MS/ [91].
HR-ICP-MS
Cu, Mn, Zn, Fe, Cd Amostra GFAAS Tuzen, 2002 [92].
biologica
As, Hg Alimento AAS Ronda et al., 2002
(agucar) [93].
Cu, Mg, Pb Alimento (fruto) FAAS Sivrikaya et al,
2002 [94].
Se, Ge, Cu, Zn, Fe, Plantas GFAAS Liang et al., 2002
Mn medicinais [95].
As, Ba, Cd, Cr, Hg, Pintura sobre ICP-AES Liu et al, 2002
Pb, Se, Sb brinquedos [96].
TRXRF: Fluorescéncia de Raios-X com reflexdo total (Total reflection X-ray fluorescence
spectrometry).
RIXRF: Fluorescéncia de Raios-X com radioisétopo (Radioisotope X-ray fluorescence
spectrometry).
EDXRF: Fluorescéncia de Raios-X de energia dispersiva (Energy dispersive X-ray
. fluorescence).

XRF: Fluorescéncia de Raios-X (X-ray fluorescence).

AAS: Espectrometria de absorgdo atémica (Atomic absorption spectrometry).

ETAAS: Espectrometria de absorgdo atdmica eletrotérmica (Electrothermal atomic
absorption spectrometry).

DPASV: Voltametria de redissolugdo anddica de pulso diferencial (Differential pulse
ancdic stripping voltammetry).

DPP: Polarografia de pulso diferencial (Differential puise polarography).
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ICP-AES: Espectrometria de emissdo atdmica com plasma induzidamente acoplado
(Induced coupled plasma-atomic emission).

SWASV: Voltametria de redissolugdo anddica de onda quadrada (Square wave anodic
stripping voltammetry).

FAAS: Espectrometria de absorgdo atdémica de chama (Flame atomic absaorption
spectrometry).

GFAAS: Espectrometria de absorgdo atdmica com forno de grafite (Graphite furnace
atomic absorption spectrometry.

ICP-MS: Espectrometria de massa com plasma induzidamente acoplado (Inductively
coupled plasma mass spectrometry).

INAA: Andlise por ativagdo neutrdnica instrumental (Instrumental neutron activation
analysis).

ETV: Vaporizagéo eletrotérmica (Electron thermal vaporization).

HR-ICP-MS: Espectrometria de massa com plasma induzidamente acoplado com alta
resclugao magnética (Magnetic sector high resolution inductively coupled plasma
mass spectrometry).

2.7. Técnicas voltamétricas

As técnicas voltameétricas permitem a determinacédo segqiiencial de varios
elementos na mesma solugdo ac nivel de tragos e ultratragos em matrizes
diversas. Assim, a voltametria de pulso diferencial pode ser utilizada para a
determinagdo de Cu(il), Pb(il), Cd(I), Zn(l1), Ni(ll), Co(ll), Fe(ll) e Mn(ll) em
amostras de agua de mar, sedimentos, algas e peixes [97].

A determinagéo de tragos de Pb(ll) em agua potavel pode ser realizada por
voltametria de redissolugéo anddica de pulso diferencial, utilizando um eletrodo de
carbono coberto com PAN [1-(2-pirdilazo)-2-(naftol)], o qual forma complexo com o
chumbo [98]. Os polimeros também encontram aplicagio na determinagdo de
chumbo e cadmio por voltametria [99].

Para amostras de agua também pode ser realizada, além da determinagéo
de Cd e Pb por voltametria de redissolugdo anédica de pulso diferencial, a
determinag@o simultdnea de elementos como Cu, Sb, Bi, Se, Zn, Ni, Co e Fe na
mesma solugdo, apenas alterando-se o pH da solugdo e mediante adicdo de
agentes complexantes. Os limites de deteccdo situam-se na faixa de 10°, 10™%°
mol L™ [100].

A voltametria de redissolugdo anddica de pulso diferencial também tem sido
empregada para a determinagéo de Cd, Pb e Cu em plantas aquaticas como a
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Zannichellia palustris € a Myriophyllem acuatium [101] e Pb, Cd, Zn e Cu em
aguas de chuvas, com limites de detecgdo na ordem de picogramas [102].

A DPASV também foi utilizada na determinagédo de Cd(ll) em material de
esgoto, utilizando-se tecnicas de extragdo para pré-concentragdo dos elementos
em solugéo com pH ajustado a 3,5 [103]. Pode ser realizado um pré-tratamento da
amostra com peroxido de sédio e HCI, ajustando-se pH em 4 [104].

O Cd e Pb foram determinados por DPASV em sedimentos marinhos e
sedimentos de ric [105-107]. Além disso as concentragGes destes metais podem
também ser estimadas em particulas de ar, 4gua e alimentos [108,109], como
café [110], vegetais [71], mel [111] ou em outros tipos matrizes como material
bioldgico [51], cabelo humano [112] ou em matrizes marinhas [113].

A voltametria adsortiva por redissolugdo catddica foi empregada para a
determinagdo de Cd e Pb em alimentos como leite, queijo e chocolate [70],
utilizando o agente complexante 1-fenilpropano-1-pentilsulfonilhidrazona-2-oxima.
Alta sensibilidade e seletividade tém sido conseguidas com a voltametria de
redissolugcdo adsortiva usando varios agentes quelantes como, por exemplo, o 2-
amino-ciclopentano ditiocarboxilato para a determinag@o de tragos e ultratragos
em analise multielementar [114,115], em diversas matrizes, como agua de mar
por exemplo, obtendo-se limites <10 mol/L [116].

Na determinagéo de Cd e Pb em plantas medicinais, foi sugerido o emprego
da polarografia de pulso diferencial, utilizando-se o tamp&o acetato como eletrélito
de suporte a pH 4,7, com limites de detecgdo na faixa de 5x 10 a 1x 10 mol/L
[42].

A analise de injec&o por fluxo utilizando a detecgdo por voltametria de pulso
diferencial com eletrodo de mercario estitico pode ser aplicada para a
determinagéo de cadmio e chumbo, se pode trocar o tipo de eletrodo de trabalho e
o eletrolito de suporte, para a determinagao de outros elementos [109,117].

40



Parte Experimental

PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAL E METODOS

3.1.1. EQUIPAMENTOS

Fluorescéncia de raios-x com luz sincrotron (SYXRF)

As analises foram realizadas na linha de fluorescéncia de raios-X do
Laborat6rio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, SP. A radiagdo
policromatica é proveniente do armazenamento de elétrons no anel (1,37 GeV e
100 mA). A detecgdio do sinal foi realizada com um detector semicondutor de
Si(Li). O tempo de irradiagdo das amostras foi de 100 s. A aquisi¢do dos dados foi
realizada na estag&o de trabalho, mediante o software AXIL.

Fluorescéncia de raios-x com energia dispersiva (EDXRF)

Usou-se o espectrémetro de raios-X de energia dispersiva, modelo EDX-
700- Shimadzu no 1Q, UNICAMP. A fonte usada foi de Rh com voltagem aplicavel
de até 50 keV, com filtro de Zr, usando-se como detector um semicondutor de
Si(Li) com resolugéo de 0 — 40 keV, com um colimador de 10 mm.

Voltametria de redissolugio anddica

As medidas voltamétricas foram realizadas em um polarégrafo Radiometer
Copenhagen, modelo POL 150, acoplado a um “stand” polarografico Radiometer
Copenhagen modelo MDE 150, constituido por trés eletrodos: eletrodo de gota
pendente de merctrio (HMDE) como eletrodo de trabalho; Ag/AgC!, KCI saturado,
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como eletrodo de referéncia e um fio de platina como eletrodo auxiliar. O
polarégrafo € acoplado a um microcomputador PC com sistema operacional
Windows 05 e Trace Master versdo X9737-2.03. A técnica utilizada foi a
voitametria de redissolugdo anddica de pulso diferencial (DPASV) com uma
amplitude de puiso de 50 mvV.

As medidas de pH das solugbes utilizadas foram realizadas em um pH-
metro Radelkis modelo OP-271. Para este fim, foi utilizado um eletrodo de vidro
combinado com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, KCl sat. de marca
Radelkis.

Para as adigbes de volumes das solugdes padrio e amostras 2 célula
polarografica utilizaram-se micropipetas de volume variavel de 1-5 ml; 200-1000ul
e 5-50 uL.

3.1.2. REAGENTES E MATERIAIS

Os reagentes utilizados estdo descritos abaixo:

Acido Nitrico concentrado Mallinckrodt, PA.

Peroxido de Hidrogénio 30 % (v/v) Merck, PA.

Acido Cloridrico concentrado 37 % Merck PA.
Solugdes padrdo TEC-LAB 1000 mg g™' para Cd e Pb.

Os reagentes utilizados possuiam grau analitico e, no preparo de solugbes
utilizou-se agua deionizada e purificada em sistema Milli-Q.

Foram utilizadas solugbes padréo para absorgdo atémica a 1000 mg L™ de
ions Cd(ll) e Pb(ll) adquiridas junto a TEC-LAB, a partir das quais as solugdes de
trabalho foram preparadas mediante diluicdo com agua Milli-Q.

As amostras de referéncia R1 (amostra 100, Grass GR94 - poaceae) e R2
(amostra 119, Rosa Plant, Rosa L..) foram fornecidas pelo Instituto Agrondémico de
Campinas (IAC) e sdo provenientes do “Wageningen Evaluating Programmes for

Analytical Laboratories (WEPAL), Plant Sample Exchange Programme (PSEP)
January-March 2000, 2001".
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As plantas medicinais usadas para o presente estudo foram: hipérico
(Hypericum perforatum), guaco (Mikania guaco, Mikania glomerata), boldo
(Peamus boldus), alecrim (Rosmarinus officinalis), carqueja (Baccharis
genistelloides), confrei (Symphytum officinalis), erva baleeira (Cordia verbenécea,
Cordia curanavice), quebra pedra (Phyllantus spp), senne {Cassia angustifélia) e
sabugueiro (Sambucus nigra), obtidas junto a farmacias de manipulagdo de Sio
Paulo e regifo. As partes das plantas analisadas, bem como o processo de
secagem e origem das mesmas, estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Tipos de plantas medicinais e informagdes a respeito do processo de

secagem, parte da planta e origem das mesmas.

Planta Amos Nome cientifico Familia Parte da Secagem | Origem da planta
tras botanica planta

HIPERICO | H1 Hypericum perforatum® | Hipericaceae Talo e folhas Ao sol China

H2 Hypericum perforatum® | Gutiferae Fiores Sombra Bulgéaria

H3 Hypericum perforatum’® * Talo e folhas | Ao so! China
GUACO G1 Mikania guaco® * Talo e folhas Estufa Brasil (Sul)

G2 Mikania glomerata® Compositae Talo e folhas Estufa Brasil

G3 " * Talo e folhas Estufa Brasil
BOLDQ B1 Peamus boldus” Monimiaceae Folhas Ao sol Chile

B2 Peamus boldus® > Folhas - Chile

B3 * * Folhas Estufa Brasil
ALECRIM Al Rosmarinus officinalis® * Folhas Estufa Espanha

A2 Rosmarinus officinais® | Lamiaceae Folhas Estufa Brasil {Sudeste)
CARQUEJA {C1 Baccharis * Folhas Estufa Brasil {(Sudeste)

genistelloides®
Cc2 Baccharis * Folhas Estufa Brasil {(Sudeste)
genistefioides®

CONFREI CO1 | Symphytum officinaiis® * Folhas Estufa Brasil (Sudeste)

CO1 | Symphytum officinalis® | Boraginaceas Folhas Estufa Brasi! (Sudeste)
ERVA Et Cordia verbenacea® . Folhas Estufa Brasil (Sudeste)
BALEEIRA |E2 Cordia curanavice® » Folhas Estufa Brasil (Sudeste)
QUEBRA Q1 Phyliantus spp® Euphorbiaceae |Talo efolhas |Sombra Brasil (Nordeste)
PEDRA Q2 Phyllantus spp® * Folhas Estufa Brasil (Sudeste)
SENNE S1 Cassia angustifolia® Leguminosae |Vagem Ao sol india

82 Céssia angustifolia® * Folhas Ao sol india
SABUGUEIRO | SA1 Sambucus nigra® * Folha e flor Estufa Brasil (Sudeste)

SA2 Sambucus nigra® Sambucaceae |Flor Sombra Polé6nia

A.b,c.d,e fornecedores (*) Informag&o néo disponivel das bulas providas pelos fornecedores.

empregados

A vidraria utilizada, inclusive a célula polarografica e os frascos de plastico

no

armazenamento

das

solugdes,

foram

previamente

descontaminados anteriormente ao uso. A descontaminagdo foi realizada
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mediante imersdo do material em banho de &cido nitrico 10 % v/v, durante 24
horas. Apds este periodo, o material foi abundantemente lavado com agua Mifli-Q.

3.1.2.1. Eletrdlitos de suporte

- Solugbes de eletrdlito de suporte citrato de aménio, de pH 3, 4, e 5 foram
preparados a partir de acido citrico 0,01 mol L™, 0,1 molL"' e 0,5 mol L' e
hidroxido de amdnio. Os valores de pH do eletrélito foram ajustados com
am@nia concentrada.

- Solugdes de eletrolito de suporte HCI 0,1 mol L™ ¢ 0,8 mol L' foi preparado

a partir do HCI concentrado mediante diluigio em agua.

3.2. PROCEDIMENTOS

3.2.1. Fluorescéncia de raios-x (SYXRF) e (EDXRF)

As amostras analisadas por fluorescéncia de raios-X foram analisadas no
estado solido. Para tanto, as amostras sélidas e secas, finamente pulverizadas,
foram prensadas para obtengéo de pastilhas a uma pressao de 4455 x 10° Pa. O
diametro das pastilhas obtidas foi de 14 mm e a espessura, de aproximadamente,
1 mm. As amostras de folhas e talos, que ndo estavam homogéneas e trituradas,
foram previamente moidas em moinho de bolas.

Para EDXRF, as amostras em forma de pastilhas foram colocadas sobre
um filme de Mylar® de espessura de 2,5 um, o qual foi fixado em um suporte de
polietilenc. As amostras foram irradiadas por 100 s com um angulo de 90°. Para
as analises por SYXRF, as amostras na forma de pastilhas foram fixadas com fita
adesiva em um suporte de aluminio. O feixe de radiagdo advindo do anel incidiu
sobre a amostra com angulo de 90°, por um tempo de 100 s.

Os espectros de SYXRF foram interpretados com auxilio do programa AXIL
(Analysis of X-ray spectra by iterative least-squares fitting), pelo qual foi gerado
um modelo para a identificacdo dos elementos pela energia dos picos. A
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intensidade do sinal (cps) foi empregada para o calculo da estimativa da
concentragéo de cada respectivo elemento.

3.2.2. Voltametria (DPASV) - Abertura da amostra

As amostras (folhas e talos) foram secas em estufa a 50 °C por 3 horas, e
em seguida moidas em moinho de bolas por 1 minuto. As amostras de plantas
medicinais (1 g) e o padréo de referéncia foram preparados mediante digestéo por
via umida (3.2.2.1) e seca (3.2.2.2), onde os residuos foram ressuspensos no
eletrélito suporte (HCI 0.8 mol L),

3.2.2.1. Oxidag¢ao via umida com HNO4/H,0,

A abertura da amostra, por oxidagdo via imida, foi baseada nos trabalhos
de Mingorance et al, 1993 [129] e Rodushkin, 1999 [130], com algumas
modificagles.

A amostra previamente moida (1 g) foi transferida para um frasco digestor
aberto de Teflon e adicionados 10 mL de Aacido nitrico concentrado e 1 mL de
perdxido de hidrogénio 30 % (v/iv). O frasco foi colocado no bloco digestor e
aquecido a 120 °C, durante 2 horas. Em seguida, o material foi aquecido durante
um periodo de 2 horas para reduzir o volume e depois foi resfriado. O material
digerido foi filtrado em funil com papel de filtro, sendo entdo transferido para um
baldo volumétrico de 25 mlL. A amostra foi conservada em um frasco de
polietileno, previamente descontaminado com acido nitrico 6 Mol L™, até a analise.

3.2.2.2. Oxidagao via seca em mufla

Para tanto, 1 g do material vegetal, previamente seco em estufa e moido,
foi mineralizado em cépsula de porcelana em mufla elétrica por 2.5 h a 500 °C.
Apos o resfriamento, as cinzas foram umedecidas com agua, dissolvidas em 2 mL
de HCI 6 mol L e aquecidas até evaporagao do acido adicionado. A seguir, o
residuo foi redissolvido em 5 mL de HCl 2 mol L™, aquecido e filtrado
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quantitativamente. O material utilizado na mineralizacéo e o residuo retido no filtro
foram lavados com 5 mL de HCI 2 mol L. O filtrado foi recolhido em baldo
volumeétrico de 25 mL e o volume foi completado com agua Milfi-Q. A amostra foi

conservada em um frasco de polietileno, previamente descontaminado com acido
nitrico 6 Mol L™, até a analise.

3.2.2.3. Analise quantitativa de Pb e Cd nas amostras por DPASV

Para a determinagdo de Pb(ll} e Cd(ll) em plantas medicinais, foi
empregado o método de adicdo de padrdo. Para tanto, 10,0 mL da solugéo da
amostra obtida no preparo de amostra 3.2.2.2 s&o adicionados a cela voltamétrica,
removendo-se o oxigénio, mediante passagem de N2 por um tempo de 400 s,
ajustando-se os parédmetros voltamétricos e registrando-se ¢ voltamograma no
intervalo de -0,54 a -0,29 V e -0,73 a -0,54 V, para chumbo e cadmio,
respectivamente. Em seguida, um pequeno volume de solugdo padrdo, de
concentragdo exatamente conhecida, € adicionado sobre a solugdo com a
amostra e um novo voltamograma é registrado. Os parametros voltamétricos
empregados foram: potencial de deposigéo: -0,73 V; tempo de deposigio: 180 s;
velocidade de agitagdo: 300 rpm; velocidade de varredura: 5 mV s™'; amplitude do
pulso: 50 mV e duragéo do pulso 40 ms.

A adicdo de padrdo e repetida trés vezes. Constroi-se a curva corrente
versus concentragdo do analito (mol L™). O valor de intersecgéo da curva obtida
sobre o eixo X corresponde, em modulo correspondente, & concentragdo do
analito presente na solugdo da amostra na célula voltamétrica.

Todas as andlises das amostras de referéncia foram realizadas em
quintuplicata e as amostras de plantas medicinais em tripiicata.

3.2.2.4, Validagao do Método DPASV

Para a validagdo do método desenvolvido e otimizado, foram avaliados os

seguintes parédmetros analiticos: faixa linear da curva analitica, seletividade,

47



Parte Experimental

precisdo, sensibilidade, repetibilidade, exatiddo, efeito de matriz e limites de
detecgdo do instrumento e limite de determinagdo do método.

O meétodo foi validado mediante anélise das amostras de referéncia R1
(amostra 100) e R2 (amostra 119) do “Wageningen Evaluating Programmes for
Analytical |aboratories (WEPAL), Plant Sample Exchange Programme (PSEP)
January-March 2000,2001”. A abertura da amostra foi realizada por via seca e a

quantificag&o voltamétrica foi realizada mediante método de adigéo de padrao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fluorescéncia de raios-X (EDXRF) e (SYXRF)

4.1.1. Analise qualitativa de elementos por fluorescéncia de raios-

X de energia dispersiva (EDXRF) e luz sincrotron (SYXRF)

Inicialmente, amostras de referéncia foram analisadas por fluorescéncia de
raios-X de energia dispersiva e de luz sincrotron para avaliar a sensibilidade dos
métodos para a determinagdo de elementos inorganicos na matriz vegetal e a
viabilidade de uma analise semiquantitativa dos mesmos. Para tanto, duas
amostras de referéncia (R1 e R2) foram empregadas. Na SYXRF, a primeira
serviu como padréo para geragdo do modelo com o programa AXIL e a segunda
como padréo de referéncia para validagio dos resultados. Os espectros obtidos
por EDXRF e SYXRF para a amostra de referéncia R1 estio apresentados nas
Figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 11. Espectro de fluorescéncia de raios-X com energia dispersiva (EDXRF)
para a amostra de referencia R1.
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Figura 12. Espectro de fluorescéncia de raios-X com luz sincrotron (SYXRF) para
a amostra de referéncia R1 (representagdo dos elementos a partir das linhas mais
intensas).

Pelos espectros obtidos verifica-se que EDXRF possui menor sensibilidade
em relagdo a SYXRF, visto que com EDXRF nio foi possivel detectar os
elementos Ti, V, Cr, Co, Ni, As, Se, Mo, Cd, Ba, Hg, Pb e Bi. Por outro lado, com
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SYRFX os elementos Bi, Pb, Cd e Hg néo foram identificados nesta amostra de
referéncia. Esses elementos encontram-se na ordem de ug kg™, exceto o chumbo
que apresenta uma concentragdo de 2 mg kg, segundo valor do material de
referéncia.

A diferenca na sensibilidade dos dois métodos é que SYXRF emprega
radiagao sincrotron, de alta intensidade, em vez da radiagdo proveniente do tubo
de raios-X de intensidade muito menor na EDXRF. Ainda, na SYXRF o sinal de
fundo & muito menor devido a alta polarizag&o e colimag&o natural do feixe.

4.1.2. Andlise qualitativa de elementos em amostras de plantas

medicinais por EDXRF e SYXRF

Para fins comparativos dos métodos de EDXRF e SYXRF e para a
finalidade de realizar uma avaliagéo dos metais presentes em amostras de plantas
medicinais, trés especies de plantas foram selecionadas: Hypericum perforatum
(hipérico), Mikania guaco, Mikania glomerata (guaco) e Peamus boldus (boldo). Ao
total, foram analisadas 9 amostras por EDXRF ¢ 6 amostras por SYXRF. Os
resultados qualitativos estio apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Identificagdo de elementos nas amostras de Hypericum perforatum
(hipérico), Mikania guaco, Mikania glomerata (guaco) e Peamus boldus (boldo) por
EDXRF e SYXRF. Os elementos detectados foram marcados com X.

EDXRF SYXRF

Hipérico Guaco Boldo  Hipérico Guaco Boldo
Elementos H, H, H; G, G, Ga By B, Bs H; H, G, G; B, B,
K X X X X X X X X X X X X X X X
Ca X X X X X X X X X X X X X X X
Ti X X X X X X

v X X
Cr X X X X X X
Mn X X X X X X X X X X X X X
Fe X X X X X X X X X X X X X X Xx
Co X X X X X
Ni ‘ X X X X X X
Cu X X X X X X X X X X X X X X
Zn X X X X X X X X X X X X X
As X X X X X X

Se X
Rb X X X X X X X X X
Sr X X X X X X X X X X X
Zr X X X X X X X X X X X X
Ba X X X X X X
Br X X X X X X X X X X X X X X

Hi, Ha, Hs. Hypericum perforatum; G,. Mikania guaco; Gy: Mikania glomerata, G;: Mikania;
B,, B, Peamus boldus.

A partir dos resultados da Tabela 5, observa-se que a SYXRF tem maior
potencial analitico em avaliar a presenca de elementos nas matrizes vegetais, fato
esse ja determinado anteriormente para as amostras de referéncia. A deteccdo
dos elementos identificados por SYXRF nas amostras foi estimada conforme

procedimento apresentado para a amostra de referéncia. Os espectros
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caracteristicos para a amostra de Hypericum perforatum analisada por EDXRF e
SYXRF estdo apresentados nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

{Counts)

1000 i | /"Diﬂ\
o He ﬁ /J \\ 2
] 3 2 =2 ; 2
- = :l:: 2 fv o= :’
/7 | | / \ =
120 MVJ\ T;“, ! { \ i i‘()\ f]‘ h\hﬂw

=
L
=

==

e

S
10 w T -
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
[keV]
Figura 13. Espectro de EDXRF para a amostra de Hypericum perforatum (H1).
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Figura 14. Espectro de SYXRF para a amostra de Hypericum perforatum (H1).
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4.1.3. Analise semiquantitativa de elementos por fluorescéncia de

raios-X de luz sincrotron (SYXRF)

Para validar o procedimento da andlise semiquantitativa por SYXRF, foi
criado um modelo com auxilio do programa AXIL para a amostra de referéncia R1.
No modelo foram introduzidas as linhas principais para os elementos K, Ca, V, Cr,
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Br, Rb, Sr, Mo, Ba, Hg e Pb. As intensidades dos
picos foram normalizadas em fungéo da corrente da camara de ionizag&o. Esse
modelo foi aplicade para uma segunda amostra de referéncia (R2) e apods
normalizacdo das intensidades as concentragdes, foram calculadas a partir da
seguinte equagio:

W= P WP, Eq (1)

onde Wy: concentragédo do elemento na amostra R2; P, é a intensidade do
pico do elemento na amostra R2 (cps); Ps: intensidade do pico do elemento no
padrdo R1 e Ws: concentragdo do elemento no padrdo R1. Neste caso, assume-
s€ que a emissdo do elemento de interesse ndo é afetada pela presenga dos
outros elementos contidos na amostra. Os valores calculados para a amostra de
referéncia R2 e os valores de referéncia estio apresentados na Tabela 6.

A partir dos resultados verifica-se que as concentracbes estimadas estio
dentro de uma mesma ordem de magnitude em relag&do aos valores de referéncia.
A estimativa da concentragéo apresenta um erro por um fator que varia de 0,2 a
2,08. Embora, esses resultados ndo possam servir para uma analise quantitativa,

séo bastante coerentes para fins semiquantitativos e, portanto, adequados para
procedimentos de “screening”.
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Tabela 6: Valores de referéncia e valores estimados por SYXRF para a amostra
de referéncia R2.

REFERENCIA (R2)
Concentragdo n S Concentracao S Fator
de referéncia (mg kg™ estimada (mg kg™ (Valor de
(mg kg™ (mg kg™ referéncia/concentragéo
estimada)
Cr 0,44 27 0,11 0,53 0,04 0,84
Mn 42,8 114 2,5 37,1 0,2 1,15
Fe 97,7 107 11,5 128,0 0,3 0,76
Co 0,054 19 0,014 0,086 0,006 0,81
Ni 0,442 27 0,064 0,72 0,05 0,61
Cu 3,31 87 0,29 2,80 0,05 1,18
Zn 31,9 104 1.61 17,0 0,1 1,88
Rb 3,33 2 0,34 1,6 0,2 2,08
Sr 13,3 9 0,65 67,7 0,3 0,20

n: numero de determinagdes por diferentes laboratérios; S: estimativa do desvio padrao absoluto,
S'; estimativa do desvio padréo absoluto para as concentragdes geradas a partir do modelo.

4.1.4. Anidlise semiquantitativa de elementos em amostra de

plantas medicinais por fluorescéncia de raios-X de luz sincrotron
(SYXRF)

O modelo para a analise semiquantitativa foi aplicado para as seguintes
amostras de plantas medicinais: hipérico (Hypericum perforatum), guaco (Mikania
guaco, Mikania glomerata), boldo (Peamus boldus), alecrim (Rosmarinus
officinalis), carqueja (Baccharis genistelloides), confrei (Symphytum officinalis),
erva baleeira (Cordia verbenacea, Cordia curanavice), quebra pedra (Phyillantus
spp), senne (Cassia angustifélia) e sabugueiro (Sambucus nigra). Os resultados
estdo apresentados na Tabela 7 e Figuras 15 até 9.

As concentragdes minimas que podem ser estabelecidas no contexto de
uma anadlise semiquantitativa dos elementos por SYXRF foram estimadas pelas
analises realizadas nas amostras de referéncia e outras amostras de plantas

medicinais. Os valores minimos que foram possiveis de serem detectados, nas
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plantas medicinais por SYXRF, foram: Cr 0,2 mg kg™, Mn 8 mg kg™!, Fe 16 mg kg’
', Co 0,03mg kg™, Ni 0,1 mgkg”, Cu0,7 mgkg”, Zn 4 mg kg™, As 0,1 mg kg™, Se
0,006 mg kg™, Rb 0,8 mg kg™', Sr 1,5 mg kg™ e Ba 3 mg kg™".

Tabela 7. Estimativa das concentragdes dos elementos determinados por SYXRF

nas amostras.

Concentragao (mg kg ™)

Elementos
Plantas Cr Mn Fe Co Ni Cu 2Zn As Se Rb Sr Ba
Hipérico
fypedcumperforatum 4 4 67 1864 0,8 2,5 130 338 014 nd 12,5 346 623
Hypericum perforatum 1,3~ 216 1326 0,5 6,4 12,7 39,8 0,44 nd 162 455 1119
Guaco
Mikania guaco 1,2 490 405 01 07 116 306 001 nd 546 535 209
Mianiaglomersta 0,3 575 123 nd 04 103 339 019 nd 1582 636 22,6
Boldo
Feamus boldus 26 121 1427 06 17 58 234 0,16 0,05 11,5 104,77 42,1
Peamus bolous 08 87 1079 05 03 48 129 015 nd 44 713 458
Carqueja
gomolones 03 34 396 01 04 224 668 01 nd 37,9 nd 156
04 8 135 01 02 11,1 609 nd nd 413 nd 187
Erva baleeira
Codaverbonacse 0,7 120 124 01 05 151 296 01 01 542 nd  gag
Cordiacuranavice 0,4 159 134 01 26 11,9 186 02 nd 462 nd 460
Quebra pedra
Phylentusspp 46,6 404 1938 07 17 120 453 nd nd 11,7 nd 0
35 368 3063 11 20 72 500 nd nd 346 nd 1042
Alecrim
Rosmarmusofficnells 40 35 746 03 1,0 7,2 352 nd nd 49 1519 26,2
Rosmarinus offcinalls 0,4 38 148 01 06 119 254 01 nd 67,7 469 1036
Confrei
Symphyumoficinalis 51 84 5485 2,7 36 112 240 02 nd 447 72,0 1450
Symphytum offcinais 0,5 230 2188 0,9 1,3 135 285 nd nd 1296 1484 161.0
Sabugueiro
Samabucusniga 03 37 79 nd 09 73 190 02 nd 741 17,8 202
PTEMCSTO® 06 46 784 03 27 112 356 nd 02 568 1238 1197
Senne
Cessiaangusticha 0,7 20 153 01 09 64 322 nd 01 247 nd 418
Cassiaangustiforia__ 1,1 50 337 02 06 37 230 nd 01 86 nd 1242

nd: nZo detectado.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, verifica-se que os
elementos presentes nas plantas medicinais analisadas encontram-se em uma
ampla faixa de concentragéo: Fe (79 a 5485 mg kg™), Sr (nd a 151,9 mg kg'"), Ba
(nd a 161 mg kg™), Mn (20 a 575 mg kg™"), Cu (3,7 a 22,4 mg kg™"), Zn (12,9 a 66,8
mg kg™), Cr (0,3 a 16,6 mg kg™"), Co (nd a 2,7 mg kg™, Ni (0,2 a 6,4 mg kg™'), As
(nda 0,2 mgkg™) e Se (nd a 0,2 mg kg™), onde nd: néo detectado.

Entre os elementos avaliades, o ferro apresentou maior variagdo no seu
teor em funcao da espécie de planta, sendo que o confrei (Symphytum officinalis)
apresentou o maior teor de ferro (5485 mg kg™*) em relacdo as demais amostras
analisadas (Figura 15). Esses resultados corroboram os dados da literatura e
apresentados na Tabela 1 que apontam como um dos constituintes do confrei o
ferro. Plantas que apresentam elevado teor de ferro podem ser interessantes do

ponto de vista agrondmico.
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Figura 15. Estimativa das concentragdes de ferro nas amostras de plantas

medicinais por SYXRF.

Os teores mais elevados de Mn foram verificados para as amostras de
guaco (Mikania guaco 575,3 mg kg™') e quebra-pedra (Phyllantus spp 403,8 mg kg’
", conforme pode ser observado na Figura 16. Estes valores s&o elevados quando
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comparados com aqueles reportados por Abu-Arab, 1990 de 38,8 mg de Mn kg™
de flores de camomila. Pluta et al., 1984 relatam um teor de Mn de 70,15 mg kg™
para extratos secos de plantas medicinais.

Os valores reportados para Cu e Zn por Kim et al., 1994, que analisaram
amostras de plantas medicinais cultivadas em lugares n&o poluidos, foram de
6,636 e 27,776 mg kg", respectivamente, cujos valores corroboram os resultados
encontrados neste estudo, na faixa de 3,7 a 22,4 mg kg"' e 12,9 a 66,8 mg kg™’
para Cu e Zn, respectivamente. As plantas terrestres respondem de varias formas
ao cobre contido nos solos nas quais crescem. De modo geral, as espécies
diferem tanto quanto na sua necessidade como na sua tolerancia ao cobre. Cabe
ressaltar que algumas espécies vegetais podem acumular de 2000 a 14000 mg
Cu/kg de peso seco nas folhagens, em comparacgio a outras que apenas retem de
20-40 mg Cu/kg de peso seco. O cobre pode se acumular nos solos em
conseqiéncia da aplicagdo, durante periodos longos, de fertilizantes e fungicidas.
No entanto, o tempo de residéncia de cobre no solo depende, entre outros fatores,
das condi¢des climaticas e do tipo de vegetagdo. Na agricultura, compostos de
cobre, especialmente sulfato de cobre, tem sido empregados como fungicidas,
pesticidas, algicidas, suplementos nutricionais na ragdo animal e como
fertilizantes. Em relac&o ao zinco, enquanto os vegetais ndo folhosos s8o pobres
neste elemento (em tornc de 1 mg/kg), os cereais brutos podem conter zinco na
faixa de 30 a 50 mg/kg.
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Figura 16. Estimativa das concentragdes de cobre, zinco e manganés nas

amostras de plantas medicinais por SYXRF.

As concentracoes de Sr, Rb e Ba estimadas nas plantas medicinais estao

apresentadas na Figura 17 e os teores de Co, Ni e Cr na Figura 18.
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Figura 17. Estimativa das concentragbes de estréncio, bario e rubidio nas

amostras de plantas medicinais por SYXRF.
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Figura 18. Estimativa das concentragdes de cobalto, niquel e cromo nas amostras
de plantas medicinais por SYXRF.

Na determinagao do cromo, a amostra de quebra-pedra apresentou a maior
concentragao (16,6 mg kg') em relacdo as demais plantas medicinais analisadas
(Figura 18). Na literatura, Kim et al., 1994 verificaram um teor de Cr de 1,5 mg kg
para amostras de plantas medicinais que cresceram em lugares ndo poluidos. Em
relacdo ao Co, verifica-se que uma das amostras de confrei (Symphytum
officinalis) apresenta o maior teor deste metal (2,7 mg kg™'). Cabe ressaltar que o
Co interage com outros metais. Altos teores de Co (ll) induzem a uma deficiéncia
de ferro e suprimem a fixacdo de Cd pelas raizes. O Co regula o acimulo de
alcaldides nas plantas medicinais [118].

Das 20 amostras analisadas 60 % apresentaram teores de As até 0,2 mg
kg' (Figura 19). O As pode ser considerado um poluente ambiental, geralmente
de fonte antropogénica. Quando de origem natural, € encontrado em regies
vulcanicas. Kim et al., 1994 analisaram plantas em lugares nao poluidos relatando
teores de As de até 0,277 mg kg™'. Para o Se, os maiores teores deste elemento
foram encontrados nas amostras de sabugueiro (Sambucus nigra), senne (Céssia
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angustifélia), erva baleeira (Cordia verbenacea, Cordia curanavice) e boldo

(Peamus boldus).
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Figura 19. Estimativa das concentragdes de selénio e arsénio nas amostras de

plantas medicinais por SYXRF.

Os metais toxicos como Pb e Cd, cuja ingestdo necessita ser controlada
devido aos aspectos toxicologicos, se encontram, na maioria dos casos, em nivel
de tracos e ndo foram identificados nas amostras analisadas por EDXRF e por
SYXRF. Esses elementos sdo de dificil detecgdo por fluorescéncia de raios-X,
vistos que sao elementos pesados e as principais linhas, dentro do espectro de
energias pouco intensas [119]. Por esse motivo, foi desenvolvido outro método
para a determinacdo destes elementos, a voltametria de redissolugdo anddica de
pulso diferencial (DPASV).
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4.2. Voltametria de redissolugao anédica

A voltametria de redissolucdo anddica de pulso diferencial (DPASV) tem
sido amplamente empregada para a determinagdo de tragos de chumbo e cadmio
em matrizes diversas [108-113]. A técnica permite a determinagao simultanea dos
elementos com elevada sensibilidade. No entanto, dependendo da complexidade
da matriz, interferentes podem comprometer a analise e, portanto, pardmetros
como composigdo do eletrdlito suporte, concentragdo do eletrdlito suporte, pH e,
tempo de deposicdo necessitam serem avaliados. N&o menos importante € ©
preparo de amostra que antecede a determinagdo voltamétrica, principaimente
considerando que a matéria organica & um interferente em potencial.

Q Cd {ll) e o Pb (ll} sofrem reducao no eletrodo de mercurio em torno de -
0,6 e -0,4 V vs Ag/AgCI, KCI sat, respectivamente. Portanto, para pré-concentrar
os dois ions na superficie do eletrodo de mercurio, simultaneamente, faz-se
necessario aplicar um potencial mais negativo do que -0,6 V. Para estes estudos,
foi aplicado um potencial de -0,73 V para a etapa de deposigdo. Um voltamograma

caracteristico obtido por DPASY esta apresentado na Figura 20.

140 cd

120 |- [

o = 50 o % e 200
£ (mV) vs Ag/AgCl

Figura 20: Voltamograma obtido por DPASV. Cd*" e Pb®": 20 ng mL™". Eletrdlito de
suporte HCI 0,8 mol L. Condicées experimentais: t; 180s, t; 15s, AE: -50 mV, Eq: -
730 mV, v: 5mV s,
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4.2.1. Estudo dos parametros voltamétricos

Em diversos estudos na literatura, que t&m enfocado a determinacgéo
simulténea de cadmio e chumbo em matrizes diversas, os autores recomendam
como eletrélitos de suporte tampéo acetato pH 4,7, tampao amoniacal pH 9,4, HCI
0,1 mol L' e citrato de aménio pH 4, entre outros [42,51,71,97,100,120]. Com
base nesses estudos, avaliou-se o emprego do HCI e citrato de aménio como
eletrolitos suporte.

4.2.1.1 Efeito do eletrélito de suporte e tempo de deposigao

Para os dois eletrélitos, HCI 0,1 mol L™ e tampao citrato pH 3, foi avaliada a
dependéncia da intensidade da comente de pico em fungdo de tempo de
deposi¢do para os ions cadmio e chumbo. Para tanto, empregou-se uma
concentragdo dos fons metdlicos de 20 ng mL™" na cela voltamétrica e os
resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 21 e 22.

100 &
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Figura 21. Efeito do tempo de deposicdo sobre a corrente de pico. Eletrélito
suporte: HCI 0,1 mol L™, (a) Cd** 20 ng mL™; (b) Pb?* 20 ng mL"". Condigoes
experimentais: t:15's, AE: =50 mV, Eq: —730 mV, v. 5 mV s™'. A corrente de pico

foi medida em -630 mV e 430 mV para o cadmio e chumbo, respectivamente.
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Figura 22. Efeito do tempo de deposicdo sobre a corrente de pico. Eletrolito
suporte: citrato de aménio 0.1 mol L™, pH 3 (a) Cd** 20 ng mL™"; (b), Pb** 20 ng
mL™". Condigbes experimentais: t:15 s, AE: ~50 mV, E¢ -730 mV, v. 5 mV st . A
corrente de pico foi medida em -630 mV e -430 mV para o cadmio e chumbo,
respectivamente.

A partir destes resultados, verificou-se que o eletrdlito de suporte HCI
apresentou uma maior corrente de pico para uma mesma concentracao dos ions
cadmio e chumbo em relagéo ao citrato de aménio. Ainda, foi observado que néo
ocorre saturagdo da superficie do eletrodo de trabalho para uma concentracao de
20 ng mi." para tempos de deposicdo ate 90 s, para os dois eletrdlitos de suporte
em estudo.

Novamente foi avaliada a dependéncia da corrente de pico para os ions
cadmio e chumbo, para verificar se apds digestdo da amostra poderia ocorrer
efeito matriz, levando-se em consideracdo que tempos maiores de deposi¢ao
poderiam ser empregados para aquelas amostras que apresentam baixas
concentracOes dos ions em questdo. Os resultados obtidos para o ion chumbo
estéo apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Efeito do tempo de deposigdo sobre a corrente de pico para o ion
chumbo. Eletrélito suporte HCI 0,8 mol L™"; concentraggo de Pb*: 20 ng mL™"
CondigGes experimentais: 13:180 s, t:15 5, AE: =50 mV, Eg: =730 mV,v.5mVs
!, Eppogiy: 430 mV.

A partir do grafico da Figura 23, pode-se verificar que n&o ha saturagéo da
superficie do eletrodo de merclrio, até um tempo de pré-concentracio de 240 s.
Para os trabalhos posteriores estabeleceu-se um tempo de deposi¢do de 180 s.
Para o cadmio, ndo foi necessario fazer a mesma avaliagdo por que as
concentragbes deste elemento se encontram em concentragdes muita mais
baixas do que o chumbo, considerando-se entdo que a 180 s ndo havera
saturacdo da gota.

4.2.1.2. Efeito da concentragio de citrato de aménio e HCI

Empregando-se um tempo de deposigdo de 60 s, avaliou-se a dependéncia
da corrente de pico em fungdo da concentragéo de HCI e citrato de aménio (Figura
24). As seguintes concentragbes foram avaliadas: HCI 0,01, 0,1 e 1 mol L™ e
citrato de aménio 0,01, 0,1, 0,5 mol L™ (pH 4).
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Figura 24. Dependéncia da corrente de pico em fungdo da concentragdo de HCl e
citrato de aménio (pH= 4). Concentragéo de Cd** e Pb?* 20 ng mL™. Condicdes
experimentais: 14 .60 s, t:15 s, AE: —=50 mV, Eq: —730 mV, v 5 mV s™'. A corrente
de pico foi medida em -630 mV e 430 mV para o cadmio e chumbo,
respectivamente.

A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar que a corrente de pico,
tanto para a reoxidagdo do cadmio como do chumbo, praticamente independem
da concentrag&o do eletrolito de suporte na faixa de 0,01 a 1 mol L™ de HCI. Para
o citrato de amédnio se apresentou ligeira variagéo da intensidade da corrente com
respeito a concentragdo na faixa de 0,1 até 0,5 mol L', sendo que maiores

correntes foram registradas para uma menor concentragéo do citrato de aménio.

4.2.1.3. Efeito de pH de citrato de aménio

A dependéncia da intensidade de pico em fungdo de pH do citrato de
amonio esta apresentada na figura 25. Verifica-se que a intensidade de corrente
de pico, tanto para o cadmio como para chumbo, sio independentes do pH no
intervalo de 3 a 5, ou seja, independente prétons.
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Figura 25. Dependéncia da corrente de pico em fungdo do pH de citrato de
aménio 0,1 mol L. Concentragdo de Cd®* e Pb2* 20 ng mL".  Condigtes
experimentais: t; .60 s, t:15 s, AE: —50 mV, Eq: =730 mV, v 5 mvV s’ A corrente
de pico foi medida em -630 mV e -430 mV para o cadmio e chumbo,
respectivamente.

Uma vez que empregando o HCI foram obtidas maiores correntes de pico
para o cadmio e chumbo, ou seja, maior sensibilidade em relagdo ao citrato de
amonio, optou-se por trabalhar com HCl como eletrdlito de suporte. Ainda, na

digestéo via Umida emprega-se o HCI, que seria outra justificativa para o emprego
deste acido como eletrdlito.

4.2.1.4. Efeito da concentragio de Cd(ll) e Pb(Il) vs corrente de pico

Uma vez estabelecidas as condiges do tempo de deposi¢do e composicéo
do eletrélito suporte, avaliou-se a dependéncia da corrente de pico em fungéo da
concentragio de ions chumbo e cadmio (Figura 26).

Para esse estudo, empregou-se como eletrdlito de suporte HCI 0,8 mol L™
e um tempo de deposicdo de 180 §, 0S8 quais seriam os parametros mais
favoraveis para realizar as analises das amaostras.
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Figura 26. Curva analitica corrente de pico vs concentragdo de Cd(Ih) e Pb(Il).
Eletrélito suporte: HCI 0,8 mol L™, t4:180 s, t:15 s, AE: 50 mV, Eq: =730 mV, v. 5
mV s . A corrente de pico foi medida em -630 mV e 430 mV para o cadmio e
chumbo, respectivamente.

Os parametros analiticos obtidos para a DPASV estdo apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8: Parametros analiticos para a determinagdo voltamétrica de cadmio e

chumbo.
Parametros Chumbo Cadmio
Faixa linear de curva 0,12 50 ng mL" 0,25 a 2,0 ng mL"
analitica
Equagéo da reta I/nA =0,9858 + 4,595 C/ngmL"  I/nA =-2,075 + 9,891 C /ng mL"
Coeficiente de correlagio 0,999 0,999

(r).

Estimativa do desvio
padr&o da curva (n= 5)

Conc. Pb: 20 ng mL™, Cd: 214% 0.275%

1ng mL™.

Sensibilidade (4,59 + 0,05) nAmL ng” (9,89 £ 0,14) nA mL ng™
Limite de detecgdo 1,4 ng mL™ 0,080 ng mL"
Limite de determinagao 4,7 ng mL”’ 0,28 ngmL™
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Os limites de detecgZo (LD) e determinagao (LQ) foram calculados segundo
Miller e Miller [121], onde estes valores s&o obtidos a partir da curva analitica,
segundo as seguintes equagbes:

LD=k syx / m, onde k=3
LQ= k syx / m, onde k=10,

Sendo que sy € a estimativa do desvio padrdo absoluto da curva analitica e
m & o coeficiente angular da mesma. Cabe destacar, que estes limites caiculados
e apresentados na Tabela 6 se referem apenas as concentragdes que podem ser

detectadas de chumbo e cadmio na cela voltamétrica, considerando apenas
solugbes padrao.

4.2.1.5. Preparo de amostra

Estabelecidas as condigbes 6timas para a quantificagio dos fons cadmio e
chumbo, avaliou-se a influéncia da matriz. Visto que a matéria organica ¢ um
interferente, dois processos de destrui¢do da matéria orgénica foram avaliados: (i)
digestéo via Umida com &cido nitrico/acido perclorico e acido nitrico/peréxido de
hidrogénio e (if) oxidagao via seca em mufla e posterior solubilizagdo do residuo
em acido cloridrico. Para estes estudos, foi empregada a amostra de referéncia
R1. Os voltamogramas obtidos ap6s o processo de abertura de amostra estdo
apresentados na Figura 27.

A partir dos voltamogramas, verifica-se que apos oxidagdo via Umida,
permanecem interferentes que deformam as curvas voltamétricas e impedem a
quantificagdo de cadmio e chumbo, ou seja, a matéria organica néo foi totalmente
destruida. Essa interferéncia é decorrente da adsorgdo da matéria organica sobre
a superficie do eletrodo de merclrio afetando o processo de deposigédo dos ions
metalicos sobre o mesmo. No caso da oxidagdo da amostra por via seca, esse
fendmeno néo foi observado e, portanto, a abertura da amostra por oxidagdo via
seca € o mais adequado para esse tipo de matriz.
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Figura 27. Abertura da amostra de referéncia R1 por (a) oxidagdo via Umida com
HNO3/HCIO,, (b) oxidagdo via amida com HNO4/H,0, e (c) oxidagdo via seca em
mufla e ressuspenséo do residuo em HCI. Condigbes experimentais: 13:180 s, t:15

s, AE: =50 mV, E4: —730 mV, v. 5mV ™.
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4.2.1.6. Validagao do Método

O método foi validado pela analise das amostras de referéncia R1 e R2. A
abertura foi realizada por via seca e a quantificagio voltamétrica foi realizada pelo
metodo de adigdo de padrdo. Os voltamogramas obtidos para a determinagéo de
chumbo e cadmio nas amostras de referéncia R1 e R2 estdo apresentados nas
Figuras 28 e 29, respectivamente. Os resultados obtidos na quantificagio estdo

apresentados na Tabela 9.

Cd 4 4
m[— sof Pk
\ sl
8o+ sool
4505
fuls a0l
HnA i
" v (a) w5l (b)
50+~ F-—418
ol
Qr ol
100
30+ b
20 oF L : s L L
K
E (mV) vs Ag/AGC o s e sm o
(mV)vs Ag gC E (mV) vs Ag/AgCl

Figura 28. Voltamogramas da andlise da amostra de referéncia R1 pelo método de
adigdo de padrdo. (a) Determinagdo de cadmio. Concentragdo de cadmio
adicionada: (1) 0, (2) 1 ug L™, (3) 2 ug L™, (4) 4 ug L. (b) Determinagdo de
chumbo. Concentragdo de chumbo adicionado: (1) 0, (2) 12 ug L™, (3) 36 ug L™,
(4) 60 ug L. Condigbes experimentais: t; :180 s, t::15 s, AE: =50 mV, Eq: —-730
mV,v.5mV s

Os valores obtidos pela curva de adigdo de padrido se ajustam as seguintes

equacgoes:
Para 0 Cd*%; [ (nA)=24,13+6,935C (ugL™), r: 0,998
Para o Pb*?: I (nA) =203,3+4,317 C(ugL™), r: 0,999

onde I: corrente de pico e C a concentragdo do analito, r coeficiente de

correlagao.
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Figura 29. Voltamogramas da anélise da amostra de referéncia R2 pelo método de
adigdo de padrdo. (a) Determinagdo de cadmio. Concentracdo de cadmio
adicionada: (1) 0, (2) 2 ug L™, (3) 5 ug L7, (4) 7 ug L. (b) Determinagéo de
chumbo. Concentragéo de chumbo adicionado: (1) 0, (2) 12 ug L™, (3) 36 ug L,
(4) 60 ug L. Condigbes experimentais: t4:180 s, t:15 s, AE: —50 mV, E4: =730 mV,
v.5mVvst

Os valores obtidos pela curva de adigéo de padrio se ajustam as seguintes
equagdes:

Para o Cd*% | (nA) = 26,11 + 7,497C (ug L™, r- 0,999

Para o Pb*% | (nA) =378,2 +4,527C (ugL™), r: 0,999

onde I: corrente de pico e C a concentracdo do analito, r: coeficiente de
correlagao.

Os resultados obtidos como parte integrante da validagdo do método estdo
apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados obtidos na analise voliamétrica de chumbo e cadmio nas
amostras de referéncia R1 e R2, usando adi¢ao de padrao.

Valor determinado por

Metais  Valor de Referéncia DPASV (mg kg™")
(mg kg™ Valor médio S n
(n=5)
Cd 0,085+ 0,022° 0,082 0,011 0,082 £ 0,014
0,120 £+ 0, 013° 0,122 0,006 0,12 + 0,01
Pb 1,259 + 0,343 2 1,115 0,156 1,2:£02
2,126 +0,196° 2173 0,015 2,17 +0,03

? Material de referéncia R1, ° material de referéncia R2., s: estimativa do desvio padrao para 5

determinagbes, u : Intervalo de confianga da média (P <0,05).

Mediante avaliagdo dos resultados obtidos experimentalmente com os
valores de referéncia (teste de significAncia), verifica-se que estes ndo diferem
significativamente a um nivel de confianga de 95%, o que significa que o método
desenvolvido ndo apresenta erros sistematicos e as diferencias entre os valores
encontrados com os vaiores de referéncia seriam decorrentes apenas da presenga
de erros aleatorios.

O limite de determinagdo do método [121], levando-se em consideragéo 1,0

g de amostra, foi calculado em 0,12 mg kg”' e 0,01 mg kg”, para chumbo e

cadmio, respectivamente.

4.2.1.7. Determinacao de Cd(ll) e Pb(ll} em Hipérico (Hypericum perforatum)

Trés amostras de hiperico, constituidas de talo, folhas e flores foram
analisadas, as quais foram denominadas de Amostras H1, H2 e H3. Cada amostra
foi analisada em friplicata. Para fins ilustrativos, foram apresentados os
voltamogramas obtidos na determinagdo de cadmio e chumbo pelo método de
adicdo de padréo para a Amostra 3 (Figura 30). Os resultados obtidos para todas
as amostras estdo apresentados na Tabela 10.
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Figura 30. Voltamogramas referentes a analise da Amostra H3 de hipérico (a)
Amostra; (b) Adigdes de padréo (1) Pb?": 0 ng mL™" e Cd®*: 0 ng mL™, (2) Pb?*: 25
ng mL" e Cd®": 10 ng mL™, (3) Pb**: 50 ng mL™ e Cd?*: 30 ng mL™" e (4) Pb**: 74
ng mL" e Cd**: 50 ng mL™. CondigGes experimentais: t4:180 s, t:15 s, AE: ~50
mV, Eq: =730 mV, v: 5mV s

Tabela 10. Determinagdo da concentracdo de Cd(ll) e Pb(ll) nas amostras de
hipérico (Hypericum perforatum) de trés diferentes procedéncias.

H1 H2 H3
Concentragdo (mg kg”)  Concentragio (mgkg”)  Concentragéo (mg kg™)
Cd Pb Cd Pb Cd Pb
Média 0,27 11,4 1,08 1,46 0,56 3,8
) 0,020 1,23 0,065 0,028 0,004 0,362
il 0,27 £ 0,05 11,4 £3,0 1,08+0,16 1,46x0,07 0,56+ 0,01 3,8+0,9

Hy, Ha, Hs. Hypericum perforatum, S: estimativa do desvio padrdo, u : intervalo de confianga (P
<0,05).

Para melhor visualizagdo e fins comparativos, os resultados referentes &
determinagdo de chumbo e cadmio foram apresentados em grafico de barras
(Figura 31).
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Amostra de Hipérico

Figura 31. Concentracdes de chumbo e cadmio nas amostras de hipérico

(Hypericum perforatum) de trés procedéncias diferentes (1 e 3: China, 2: Bulgaria).

Das trés amostras analisadas, a amostra de hipérico 1, procedente da
China apresentou o maior teor de chumbo. Ja para o cadmio, a amostra da

Bulgaria foi a que apresentou maior contaminagéo.

4.2.1.8. Determinacao de Cd(ll) e Pb(ll) em guaco (Mikania guaco, Mikania
glomerata)

Trés amostras de guaco, constituidas de talo e folhas foram analisadas, as
guais foram denominadas de Amostras G1, G2 e G3. Cada amostra foi analisada
em triplicata. Os resultados obtidos para todas as amostras estao apresentados
na Tabela 11.
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Tabela 11. Determinacdo da concentragdo de Cd{ll) e Pb{ll) nas amostras de

Guaco (Mikania guaco, Mikania glomerata) procedentes do Brasil.

G1 G2 G3
Concentragido (mg kg')  Concentragdo (ng kg')  Concentragio (mg kg™
Cd Pb Cd Pb Cd Pb
Media 0,12 1,22 0,21 0,43 0,13 0,51
S 0,007 0,160 0,015 0,014 C,007 0,042
L 0,12+0,02 1,22+0,40 0,21+0,04 043+0,04 0,13+0,02 0,51 +0,10

Gy Mikania guaco; G,. Mikania glomerata, Gs: Mikania, S: estimativa do desvio padréo, u :
intervalo de confiancga (P <0,05).

Para melhor visualizagéo, os resultados foram apresentados em grafico de

barras (Figura 32).

Amostra de Guaco

Figura 32. Concentra¢des de chumbo e cadmio nas amostras de Guaco (Mikania

guaco, Mikania glomerata) procedentes do Brasil.
Das trés amostras analisadas, a amostra de guaco G1 apresentou o maior

teor de chumbe (1,22 mg kg™). J& para o cadmio, a segunda amostra foi a que

apresentou maior contaminacao (0,21 mg kg'1).
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4.2.1.9. Determinagao de Cd(ll) e Pb{ll} em boldo (Bo/dus peamus)

Trés amostras de boldo, constituido de folhas foram analisadas, as quais
foram denominadas de Amostras B1, B2 e B3. Cada amostra foi analisada em
triplicata. Os resultados obtidos para todas as amostras estdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12. Determinagdo da concentragdo de Cd(ll) e Pb(li) nas amostras de

Boldo (Boldus peamus) de trés diferentes procedéncias.

B1 B2 B3
Concentragido (mg kg')  Concentragio (mg kg')  Concentragdo (mg kg™')
Cd Pb Cd Pb Cd Pb
Média 0014 0,73 0,008 0,27 0,007 0,33
S 0,005 0,145 0,001 0,017 0,002 0,025
H 0,014+ 0,005 0,73+036 0,009+0,002 0,27+0,04 0,007+0,005 0,33+0,06

B, B> Bs: Peamus boldus, S: estimativa do desvio padrao, u : intervalo de confianga (P < §,05).

Para melhor visualizagao, os resultados foram apresentados em grafico de

barras (Figura 33).
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Amostra de Boldo

Figura 33. Concentragbes de chumbo e cadmio nas amostras de Boldo (Boldus

peamus) de procedéncias diferentes (1 e 2: Chile e 3: Brasil).
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Das trés amostras analisadas, as amostras de Boldo (1) procedente do
Chile apresentou o maior teor de chumbo (0,726 mg kg'). Para o cadmio a
primeira amostra também apresentou maior contaminacéo (0,014 kg™') comparada
com as demais. Para fins comparativos entre as amostras de hipérico, guaco e
boldo, os resultados foram compilados na Figura 34.
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Figura 34. Concentragdes de chumbo e cadmio nas amostras hipérico, guaco e
boldo de diferentes procedéncias diferentes.

Pelos resultados observados na Figura 34, as concentragées mais elevadas
foram encontradas nas amostras de hipérico, especialmente aquela proveniente
da China (11,36 mg kg™).

As concentragdes altas de cadmio foram também encontradas nas
amostras de hipérico procedente da Bulgaria (1,082 mg kg') e concentracdes
baixas de Pb (0,269 mg kg™) e Cd (0,007 mg kg™') em amostras de boldo.

Ao comparar os resultados obtidos com outros trabalhos encontrados na
literatura, a concentracdo de chumbo foi préxima a encontrada por Pluta et al.,
1984 (10,02 mg kg") [73] em extrato de plantas medicinais da Polénia. Os valores
de Cd que se encontraram nos resultados foram cerca de trés vezes os valores
reportados por Abou-Arab et al., 1999 [6] e Kim et al., 1994 [39].
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Ha muitas razGes para o monitoramento dos niveis de metais téxicos em
plantas medicinais, uma das quais ¢ a contaminag&o de meio ambiente em geral
com metais toxicos os quais tem aumentado nos ultimos anos [6]). As fontes
destes poluentes sfo variadas desde a contaminagdo industrial até aquelas
produzidas nas &reas de cultivo pelo uso de fungicidas de mercurio organico e
inseticidas de arsenato de chumbo [5,122].

As concentragdes encontradas neste trabalho de Pb e Cd nas amostras
podem ser devido a irrigagdo das plantas com aguas contaminadas, assim como
adigdo de alguns fertilizantes e herbicidas ou mesmo devido ao chumbo tetraetila
adicionado, em alguns paises, & gasolina. Por outro lado o contetdo de metais em
plantas medicinais depende também da especie da pianta e dos fatores climaticos
[123].

O estabelecimento de limites maximos de tolerancia (LMTs) para metais
toxicos (Pb e Cd) em plantas medicinais tem sido objeto de preocupagio por parte
de alguns pesquisadores [6,42,31]. Alguns autores tém sugerido que a legislagéo
de alimentos também se aplique aos fitoterapicos, outros, no entanto, entendem
que os medicamentos de origem vegetal devam seguir os mesmos limites fixados
para as matérias primas farmacéuticas e demais medicamentos.

A Farmacopéia Americana, USP XXV, 2001 apresentam limites maximos
permitidos de metais pesados em plantas medicinais, expressos na foram de Pb
de 0,005 %.

Considerando a ingestdo proviséria semanal toleravel (PTWI)de 25 e 7 png
kg"' de Pb e Cd por kg de peso corporeo, respectivamente, e considerando uma
pessoa adulta de 70 kg de peso corpéreo e uma ingestdo de 1 g da planta por dia
(Joint FAO/WHO, 1999 [38]), calcula-se uma ingestio semanal de 79,1 ug e 7,56
ug para Pb e Cd, respectivamente, o que equivale a 4,52 % e 1,54 % do PTWI
para chumbo e cadmio, respectivamente.

Contudo, de acordo com a monografia da Organizagdo Mundial da Saude
“WHO- Selegdo Das Plantas Medicinais” [36] recomenda-se para a forma de
dosagem final do fitoterapico limites para Pb e Cd de 10 e 0,3 mg kg™ (ug g),
respectivamente. Considerando os valores de 11,3 e 1,08 ug g' de Pb e Cd
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respectivamente, determinados neste trabalho, verifica-se que o teor de cadmio
em uma amostra de hipérico estaria fora do limite aceito. Portanto, verifica-se que
existe a necessidade do controle de contaminantes em fitoterapicos.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que as autoridades
responsaveis pela salde publica devem tomar as medidas necessarias e
urgentes, para estabelecer uma legislagdo adequada tomando-se em conta a
freqiiéncia de consumo dos mesmos.
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CONCLUSOES

A fluorescéncia de raios-X com luz sincrotron (SYXRF) demonstrou ser
uma ferramenta bastante atraente para avaliar a presenga de metais em plantas
medicinais, uma vez que permite a deteccdo simultanea de varios elementos em
uma ampla faixa de concentragdo com elevada freqiiéncia analitica e por permitir
a andlise de amostras no estado solido sem etapas prévias de preparo de
amostra.

A SYXRF tem maior sensibilidade em relagéo a fluorescéncia de raios-X de
energia dispersiva com fonte de Rh (EDXRF). Esta dltima técnica ndo possui
sensibilidade adequada para o processo de “screening”, levando-se em
consideragdo que a analise é realizada no estado sélido sem etapas prévias de
pré-concentragdo dos analitos.

A SYXRF permitiu a identificagdo simultdnea dos seguintes elementos: K,
Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Zr, Ba e Br. O método de
analise semiquantitativo foi validado com amostras de referéncia de plantas. Os
resultados das concentragdes estimadas em relagio aos valores de referencia
variam de 0,2 a 2,08, o seja, os resultados sédo satisfatorios no contexto de uma
analise semiquantitativa € adequados para procedimentos de “screening”.

A analise semiquantitativa foi aplicada para dez diferentes espécies de
plantas medicinais: hipérico (Hypericum perforatum), guaco (Mikania guaco,
Mikania glomerata), boldo (Peamus boldus), alecrim (Rosmarinus officinalis),
carqueja (Baccharis genistelloides), confrei (Symphytum officinalis), erva baleeira
(Cordia verbenacea, Cordia curanavice), quebra pedra (Phyllantus spp), senne
(Cassia angustifolia) e sabugueiro (Sambucus nigra), nas quais foram identificados
os elementos: Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr e Ba. Dependendo da

espécie vegetal, verificou-se uma variagdo significativa dos teores dos elementos
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essenciais, valores esses que estiio na mesma ordem de grandeza com aqueies
reportados na literatura. A SYXRF n&o mostrou sensibilidade adequada para os
metais pesados chumbo e cadmio.

Para a determinagdo de chumbo e cadmio foi desenvolvido um método
voltameétrico de andlise. A técnica empregada foi a voltametria de redissolugao
anodica de pulso diferencial com eletrodo de gota pendente de merctrio. A partir
da etapa de pré-concentracdc dos metais mediante aplicagdo de potencial, é
possivel a determinagdo destes elementos em concentrages em nivel de tragos.
A matéria organica € um interferente na determinacéo e necessita ser previamente
destruida. A digestdo via dmida usando HNO3/H,0, ndo possibilitou a remogao
completa de interferentes. Os melhores resultados para a analise de plantas
medicinais foram obtidos com a oxidag&o via seca em mufla a 500°C por 2,5 horas
e determinagéo da concentragéo dos analitos pelo método de adicdo de padrao. O
metodo voltamétrico foi validado mediante emprego de amostras de referéncia. A
voltametria de redissolugdo anddica foi aplicada na analise de amostras de
hipérico (Hypericum perforatum), guaco (Mikania guaco, Mikania glomerata) e
boldo (Peamus boldus). Das amostras analisadas, as concentragbes mais
elevadas de metais pesados foram encontradas na amostra de Hypericum
perforatum procedente da China (11,36 mg de Pb kg") e de uma amostra de
Hypericum perforatum procedente da Bulgéria (1,082 mg de Cd kg™).

A voltametria de redissolugdo anddica de pulso diferencial permite a
determinagéo de tragos de metais toxicos como cadmio e chumbo e, portanto, é
adequada para o controle destes metais em plantas medicinais.

Os resultados obtidos indicam a necessidade do controle de qualidade de
plantas medicinais quanto a presenga de metais pesados.

A partir deste trabalho algumas proposigdes futuras podem ser feitas, tais
como a monitoragdo de um nimero maior de amostras de plantas medicinais
encontradas no mercado, usando o método semiquantitativo de flucrescéncia de
raios-X de luz sincrotron, a otimizagdo da técnica de voltametria de redissolugédo

anddica para outras formas farmacéuticas de fitoterapicos como tinturas, xaropes,
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capsulas, extratos, etc. e, assim, ser empregada no controle de qualidade nas
industrias.
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A1l: Rosmarinus officinalis
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C1:. Baccharis
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100000 - Co1: Symphytum officinalis
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S1: Cassia angustifolia
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] SA1: Sambucus nigra
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AN Exo I l — Linhas de emissao de raios-X.

X-Ray Emission Lines

K-level and L-level emission lines in KeV

No. Element Xal Kaz Kbl Lal LaZz Lkl

Lb2 Lgl

3 Li 0.0543

4 Be 0.1085

S B 0.1833

€ C G.277

7 N 0.3924

8 6] 0.5249

9 F 0.6768

10 Ne 0.8486 0.8486

11 Na 1.04098 1.04098 1.0711

12 Mg 1.25360 1.25360 1.3022

13 nl 1.48670 1.48627 1.55745

14 si 1.73998 1.73938 1.83594

15 p 2.0137 2.0127 2.1391

16 s 2.30784 2.30664 2.46404

17 Cl 2.62239 2.62078 2.815¢6

18 Ar 2.95770  2.95563  3.1905

1% K 3.3138 3.3111 3.5896

20 cCca 3.69168 3.68809%  4.0127 0.3413 0.3413 0.3448

21 sc 4.0906 4.0861 4.4605 0.3954 0.3954 0.3996

22 Ti 4.,51084 4.50486  4.9318:1 0.4522 0.4522 0.4584

23 v 4.95220 4.94464 5.42729 0.5113 0.5113 0.5192

24 Cr 5.41472 5.405509 5.94671 0.5728 0.5728 0.5828

25 Mn 5.89875 5.88765  6.49045 0.6374 0.6374 C.6488

26 Fe 6.40384 6.39084 7.05798 0.7050 0.7050 0.7185

27 cCo 6.93032 6.91530 7.64943 0.7762 0.7762 0.7914

28 Ni 7.47815 7.4608%9 B.26466 0.8515 0.8515 0.8688

28 Cu 8.04778 8.02783  8.90529 0.9287 0.9297 0.9498

30 Zn 8.63886 8.61578 9.5720 1.0117 1.0117 1.0347

31 Ga 9.251714 9.22482 10.2642 1.09792 1.09792 1.1248

32 Ge 9.88642 9.85532 10.9821 1.18800 1.18800 1.2185

33 As 10.54372 10.50799 11.7262 1.2820 1.2820 1.3170

34 Se 11,2224 11.1814 12.4959 1.37910 1.37910 1.41923
35 Br 11.9242 11.8776 13,2914 1.48043 1.48043 1.52590
36 Kr 12.648 12.598 14.112 1.5860 1.5860 1.6366

37 Rb 13.3953 13.3358 14.9613 1.65413 1.69256 1.75217
38 Sr 14.1650 14.0979 15.8357 1.80656 1.80474 1.87172
39 ¥ 14.9584 14.8829 16.7378 1.92256 1.92047 1.99584
40 zZr 15.7751 15.6909 17.6678 2.04236 2.0399 2.1244

2.2194 2.3027

41 Wb 16.6151 16.5210 18.6225  2.16589 2.1630 2.2574

2.3670 2.4618
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42 Mo
2.5183
43 Tc
44 Ru
2.8360
45 Rh
3.0013
46 Pd
3.17179
47 Ag
3.34781
48 Cd
3.52812
49 In
3.71381
50 Sn
3.90486
51 sb
4,10078
52 Te
4.3017
53 I
4.5075
54 Xe
55 Cs
4_.9359
56 Ba
5.1565
57 La
5.3835
58 Ce
5.6134
59 pPr
5.850
60 Nd
©.089%4
61 Pm
6.339
&2 Sm
6.586
63 Eu
6.8432
64 Gd
7.1028
65 Tb
7.3667
66 Dy
7.6357
67 Ho
7.911
68 Er
8.1890
69 Tm
8.468

17.47934
2.6235
18.3671

19.2792
2.9645
20.2161
3.1438
21.1771
3.3287
22.16292
3.51959
23.1736
3.71686
24.2087
3.92081
25.2713
4.13112
26.3591
4.34779
27.4723
4.5709
28.6120
4.800%
28.779

30.9728
5.2804
32.18936
5.5311
33.4418
5.7885
34.7197
6.052
36.0263

6.3221

37.3610
6.6021
38.7247
6.892
40.1181
7.178
41.5422
7.4803
42.9962
7.7858
44.481e¢
8.102
45.9984
8.4188
47.5467
8.747
48,1277
9.089
50.7416
9.426

17.3743

18.2508

19.1504

20.0737

21.0201

21.9903

22.9841

24.0020

25.0440

26.1108

27.2017

28.3172

29.458

30.6251

31.8171

33.0341

34.2789

35.5502

36.8474

38.1712

39.5224

40.9019

42.3089

43.7441

45.2078

46.6997

48.2211

49.7726

15.6083

20.619

21.6568

22.7236

23.8187

24.9424

26.0855

27.2759

28.4860

29.7256

30.9957

32.2947

33.624

34.9869

36.3782

37.8010

39.2573

40.7482

42.2713

43.826

45.413

47.0379

48.697

50.382

52.119

53.877

55.681

57.517

2.29316

2.4240

2.558B55

2.69674

2.83861

2.98431

3.13373

3.28694

3.44398

3.60472

3.76933

3.93765

4.1059

4.2865

4.46626

4.65097

4.8402

5.0337

5.2304

5.4325

5.6361

5.8457

6.0572

6.2728

6.4952

6.7198

6.9487

7.1798

2.28985

2.55431

2.69205

2.83325

2.97821

3.12691

3.27929

3.43542

3.58532

3.7588

3.92604

4.2722

4.45090

4.63423

4.8230

5.0135

5.2077

5.4078

5.6090

5.8166

€.0250

6.2380

6.4577

6.6795

€.9050

7.1331

2.39481

2.5368

2.68323

2.83441

2.99022

3.15094

3.31657

3.48721

3.66280

3.84357

4.02958

4,22072

4.6198

4.82753

5.0421

5.2622

5.4889

5.7216

5.961

6.2051

6.4564

6.7132

6.978

7.2477

7.5253

7.810¢%

8.101
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70 Yb
8.7888
71 Lau
9.0489
72 HE
89.3473
73 Ta
9.6518
74 W
9.9615
75 Re
10.2752
76 Os
16.5985
77 Ir
10.98203
78 Pt
11.2505
79 Au
11.5847
80 Hg
11.9241
g8l Tl
12.2715
82 Pb
12.6226
83 Bi
12.9799
84 Po
13.3404
85 At
le.251
86 Rn
16.770
87 Fr
14.45
88 Ra
14.8414
89 Ac
18.408
90 Th
15.62327
91 Pa
16.024
82 U
16.4283
93 Np
16.8400
94 Pu
17.2553
95 BAm
17.6765

52.3889
9.7801
54.0698
10.1434
55.7902
10.5158
57.532
10.8952
59.31824
11.285%
61.1403
11.6854
63.0005
12.0953
64.8956
12.512¢6
66.832
12.9420
68,8037
13.3817
70.819
13.8301
72.871%
14.2915
74.9694
14.7644
77.1079
15.2477
75.290
15.744
81.52

83.78

86.10
17.3063

88.47
17.849

90.884

93.350
18.9825

95.868
19.568

98.439
20.1671

20.7848

21.4173

22.0652

51.3540

52.9650

54,6114

56.277

57.9817

59.7179

61.4867

63.2867

65.112

66.9895

68.895

70.8319

72.8042

74.8148

76.862

78.95

81.07

83.23

85.43

87.67

89.953

92.287

94.665

59.37

61.283

63.234

65.223

67.2443

68.310

71.413

73.5608

75.748

77.984

80.253

82.57¢6

g4.936

87.343

89.30

92.30

54.87

97.47

100.13

10z2.85

105.609

108.427

111.300

7.4156

7.6555

7.8990

8.14e61

8.3976

8.6525

8.9117

9.1751

9.4423

9.7133

9.9888

10.2685

10.5515

10.8388

11.1308

11.4268

11.7270

12.0313

12,3397

12.6520C

12.9687

13.2907

13.6147

13.9441

14.2786

14.6172

7.3673

7.6048

7.8446

8.0879

8.3352

8.5862

8.8410

9.0995

9.3618

9.6280

9.8976

10.1728

10.4495

10.73081

11.0158

11.3048

11.5979

11.895¢C

12.19862

12.5008

12.809¢6

13.1222

13.4388

13.7597

14.0842

14.4118

8.4018

8.7090C

9.0227

9.3431

9.67235

10.0100

10.3553

10.7083

11.08707

11.4423

11.822¢6

12.2133

12.6137

13.0235

13.447

13.876

14.316

14,770

15.2358

15.713

16.2022

16.702

17.2200

17.7502

18.2937

18.8520
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Anexo

Values are from J. A. Bearden, "X-Ray Wavelengths", Review of Modemn
Physics, (January 1967) pp. 86-99, unless otherwise noted.
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