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RESUMO

Neste trabalho, tinturas fitoterapicas das plantas medicinais Cynara scolymus L,
Rhamnus purshiana DC, Maytenus officinalis Mabb, e Mikania glomerata Spreng (Alcachofra,
Céscara Sagrada, Espinheira Santa e Guaco, respectivamente), prescritas pelo sistema de satide
publico brasileiro, tiveram os teores de Cadmio, Cromo ¢ Chumbo determinados através da
analise direta por espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (GF AAS). A
digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas foi utilizada como preparo de amostra para
avaliar a eficiéncia do método proposto, demonstrando ndo haver diferencas significativas entre
o método proposto e método de referéncia. Foram obtidas figuras de mérito para ambos os
métodos, com valores encontrados de acordo com esperado pela literatura. Destacando que para
analise direta a exatiddo avaliada obteve-se recuperagdes adequadas (102 e 109% para o Cr,
104 e 112% parao Cd, 92 e 111% para o Pb,), bem como a precisao em termos de repetitividade
(com desvio padrao relativo inferior a 10% para os trés analitos). O método proposto também
apresentou limites de detec¢ao apropriados para analise de elementos tragos, com valores (em
ng Kg') de 0,5; 1,3 e 1,6 para o Cd, Cr e Pb respectivamente. Nio foi verificado efeito de
matriz significativo e, dessa forma, a calibracdo externa foi usada para fins de previsao
constituindo uma vantagem importante do método desenvolvido considerando aplicagdes de
rotina. Através do preparo de tinturas fitoterapicas a partir das plantas medicinais
correspondentes foi avaliada também a transferéncia desses contaminantes inorganicos, com
Cd transferindo até 120%, Cr até 19% e Pb até 88% do metal presente na matéria-prima até o
produto final. Vinte e uma amostras de tinturas fitoterapicas comercias foram entao avaliadas,
sendo possivel detectar a presenca de Cd, Cr, Pb em algumas dessas amostras. Os teores
variaram para Cd de 0,76 a 40,80 ug Kg'!, para o Cr de 4,45 a 21,40 pg Kg™' e de 22,26 a 88,47
ug Kg! para o Pb. Os teores destes contaminantes, considerados metais toxicos ao ser humano,
ficaram abaixo dos limites maximos permitidos pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS). A
analise direta teve desempenho favoravel para determinacao de contaminantes inorganicos em

GF AAS com alta frequéncia analitica e uso reduzido de reagentes e energia.

Palavras-chave: Metais toxicos. Tintura Fitoterapica. Analise direta. CAdmio. Chumbo. Cromo.

GF AAS.



ABSTRACT

In this work, herbal tinctures from Cynara scolymus L, Rhamnus purshiana DC,
Maytenus officinalis Mabb and Mikania glomerata Spreng, (Artichoke, Cascara Buckthorn,
Espinheira Santa and Guaco, respectively) prescribed by the Brazilian public health system
(SUS), had their levels of Cd, Cr and Pb determined through direct analysis by graphite furnace
atomic absorption spectrometry (GF AAS). Acid digestion assisted by microwave radiation was
used as sample preparation to evaluate the proposed method efficiency, which showed no
significant differences between the proposed and reference methods. Figures of merit were
obtained to both methods and the values found were in agreement with literature. The accuracy
for direct analysis were evaluated and the recovery levels obtained were suitable (102 and 109%
to Cr, 104 and 112% to Cd, 92 and 111% to Pb), as well as the precision in terms of repeatability
(with relative standard deviation under 10% to the three analytes). The proposed method also
showed appropriate limits of detection for trace elements analysis, with values (in ng Kg!) of
0.5, 1.3 and 1.6 to Cd, Cr and Pb, respectively. No significant matrix effect were observed and,
therefore, external calibration was used for purposes of prevision, which constitutes an
important advantage of the developed method, considering routine applications. Through herbal
tinctures preparation from the correspondent medicinal plants, the transference of these
inorganic contaminants were also evaluated, with Cd transferring up to 120%, Cr up to 19%
and Pb up to 88% of the metal present in the raw material until the final product. Twenty-one
herbal tinctures commercial samples were evaluated, being possible to detect the presences of
Cd, Cr and Pb in some of them. The levels varied from 0.76 to 40.80 ug Kg'1, from 4.45 to
21.40 pg Kg! and from 22.26 to 88.47 ug Kg'! to Cd, Cr and Pb, respectively. The levels of
these contaminants, considered toxic to human being, were under the maximum allowed limit
by World Health Organization (WHO). Direct analysis had favorable results for the
determination of inorganic contaminants by GF AAS, showing great analycitcal frequency, and

decreased use of chemical reagents and energy.

Keywords: Toxic Metals. Herbal Tinctures. Direct Analysis. Cadmium. Lead. Chromium. GF
AAS.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura §

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

LISTA DE ILUSTRACOES

Rhamnus purshiana (céscara sagrada). A) aspecto geral da espécie, B)
aspecto geral da droga vegetal casca) .......cceeevveeeeieeeciieeeie e 22
Aspecto geral da espécie. A) Cynara scolymus L. (Alcachofra) e B) Maytenus
officinalis Mabb (Espinheira Santa) ............ccccceevvireriieiiienieeciieeieeieesve e 23
Mikania glomerata (Guaco). A) Aspecto geral da espécie e B) aspecto geral
da droga Vegetal.........cccueeiiiiieiiii e 23
Amostras das plantas ap6s processo de secagem e trituragdo. 1-A
(Alcachofra), 1-CS e 2-CS (Cascara Sagrada), 1-ES e 2-ES (Espinheira
Santa), 1-G € 2-G (GUACO)...c..ueeiieiiieiieeiie ettt 32
Processo de preparagao das tinturas fitoterapicas. (A) maceragao ¢ (B)
PEICOIACAD ... eieeeiie ettt ettt e et e e sbe e e eeenaeesnaeeeas 33
Tinturas fitoterapicas preparadas, recolhidas apds percolacdo (A) e
armazenamento final (B).........ccccveeiiiiiiiiicee e 34
Etapas para analise por TXRF: (1) amostra misturada ao padrao interno, (2)
amostra sendo levada para secagem com lampada 1V, (3) amostra j& seca e
Pronta Para ANALISE........eeeruieeriieeriieerieeerteeerteeeieeeeireesaeeesbeeesaeeenaaeeeeaeas 41
Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbéancia de Cr para
o digerido (solugdo mistura composta de mix de amostras de plantas digerido

e mix de amostras de tinturas fitoterapicas digerido) e padrao acido 5 ug L

Perfil dos sinais de absorbancia de Cr para o digerido (solugdo mistura
composta de mix de amostras de plantas digerido e mix de amostras de
tinturas fitoterapicas digerido) com uso de Pd como modificador quimico (A)
e sem modificador qUIMICO (B).....cccueiviiiieiiiieiieece e 47
Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Cd para
o digerido (solu¢dao mistura composta de mix de amostras de plantas digerido

e mix de amostras de tinturas fitoterapicas digerido) e padrdo acido 1,5 pg L

Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Pb para o

digerido (solucdo mistura composta de mix de amostras de plantas digerido e



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

mix de amostras de tinturas fitoterapicas digerido) e para padrao acido 10 pg

Curvas de temperatura de pirdlise para Cd (A), Cr (B) e Pb (C) para o
digerido (solu¢ao mistura composta de mix de amostras de plantas digerido
e mix de amostras de tinturas fitoterapicas digerido) e para padrdo em meio
4cido nitrico (2% v/v) nas concentragdes de 1,5 ng L para Cd, 5 pg L' para
Cre 10 pg L para Pb. A temperatura de atomizacio foi de 900 °C para Cd,
2500 °CparaCre 2100 °CparaPb.......ccccveeiiieiiieieeeeeee e, 51
Curvas de temperatura de atomizagdo para Cd (A), Cr (B) e Pb (C) para o
digerido (solucdo mistura composta de mix de amostras de plantas digerido e
mix de amostras de tinturas fitoterdpicas digerido) e para padrdo em meio
4cido nitrico (2% v/v) nas concentracdes de 1,5 pg L para Cd, 5 pg L™ para
Cre 10 ug L para Pb. A temperatura de pirélise otimizadas foram de 500
°C para Cd, 1500 °C para Cr e 800°C para Pb..........cccevvievrieniiiiieieeeeee, 52
Perfil dos sinais de absorbancia para o digerido (solu¢do mistura composta
de mix de amostras de plantas digerido e mix de amostras de tinturas
fitoterapicas digerido) para Cd (A), Cr (C) e Pb (E) e padrio acido 1,5 ng L~
I'de Cd (B), padrio 4cido 5 pg L' de Cr (D) e padrio 4cido 10 pg L' de Pb
(F) nas condi¢des instrumentais otimizadas.............cceeeveeerieeenieeenieeeneeeenne 53
Estudo do efeito de matriz para determinacdo de Cd em plantas (A) e em

tintura fitoterapica (B) apds digestdo assistida por radiagdo micro-

Estudo do efeito de matriz para determinacdo de Cr em plantas (A) e em

tintura fitoterapica (B) apos digestdo assistida por radiagdo micro-

Estudo do efeito de matriz para determinagdo de Pb em plantas (A) e em

tintura fitoterdpica (B) apoOs digestdo assistida por radiacdo micro-

Solugdes para dilui¢do das tinturas fitoterapicas (A) Triton X-100 0,1% v/v e
HNO3 0,2% v/v e (B) 4cido nitrico 2% V/V....ccooeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 60

Efeito da diluicdo das tinturas fitoterapicas no sinal de absorbancia para

analise direta para determinacao de cromo por GF AAS.........cccoeveiireienne. 60



Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Cr para
tinturas fitoterapicas diluidas em solugdo de Triton X-100 0,1% v/v
acidificada com HNO; 0,2% v/v e para padrio alcodlicode S pg L™............ 62
Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Cd para
tinturas fitoterdpicas diluidas em solugcdo de Triton X-100 0,1% v/v
acidificada com HNO3 0,2% v/v e para padrio alcodlicode 1,5 ug LL......... 63
Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Pb tinturas
fitoterapicas diluidas em solucdo de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com
HNO3 0,2% v/v e padrio em meio alcodlico 10 pg L ..o, 64
Curvas de temperatura de pirdlise para Cd (A), Cr (B) e Pb (C) para mix de
tintura fitoterdpica diluida em solugdo de Triton X-100 0,1% v/v acidificada
com HNO3 0,2% v/v e padrao em meio alcodlico nas concentragdes de 1,5
ng L1 para Cd, 5 ug L' para Cr e 10 ug L' para Pb. A temperatura de
atomizagao foi de 900 °C para Cd, 2500 °C para Cr e 2100 °C para Pb...... 65
Curvas de temperatura de atomizagdo para Cd (A), Cr (B) e Pb (C) para mix
de tintura fitoterdpica diluida em solucdo de Triton X-100 0,1% v/v
acidificada com HNOs; 0,2% v/v e padrio em meio alcodlico nas
concentragdes de 1,5 ug L™ para Cd, 5 pg L™ para Cre 10 ug L para Pb. A
temperatura de pirdlise foi de 400 °C para Cd, 1500 °C para Cr e 700 °C para

Perfil dos sinais de absorbancia para mix de tintura fitoterapica diluida em
solucdo de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com HNO; 0,2% v/v para Cd
(A), Cr (C) e Pb (E) e padrio alcodlico 1,5 ng L' de Cd (B), padrio acido 5
ug L' de Cr (D) e padrio 4cido 10 pg L' de Pb (F) nas condigdes
INStrumentais OtiMIZAAAS. ......ccveerieeiieriie ettt et 67
Estudo do efeito de matriz para determinagao de Cd (A), Cr (B) e Pb (C) por
analise direta empregando GF AAS. ... 69



Tabela 1

Tabela 2
Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

LISTA DE TABELAS

Relacao das amostras preparadas de tinturas fitoterapicas a partir da planta
MEAICINAL ..e.tiiitiiiiiiiet e et 33
Relagdo das amostras comerciais de tinturas fitoterapicas..........cccceeeuvennee. 34
Relacdo das amostras de tinturas fitoterdpicas doadas e incluidas no
] 10T [ TSP PSRRI 35
Programa de aquecimento referente a digestdo assistida por radiacdo micro-
ondas do mix de amostras de plantas ............cccccceeevieriienienieenieeie e 36
Programa de aquecimento da digestdo assistida por radiagdo micro-ondas para
amostras de tinturas fitoterapiCas.........ccceeveveeeriieeeiieeeie e e 38
Condigdes instrumentais recomendadas pelo fabricante do equipamento,
Thermo para a determinagdo de Cd e Cr e pela Agilent para determinacao de
PO POr GF AAS ... et 39
Otimizagao instrumental da temperatura de pirdlise e da temperatura de
atomizagdo para a determinag¢do de Cd, Cr e Pb por GF AAS em mix de
amostras digerida e em mix de amostras diluida............c.ccccvevvierciieniennnnnen. 41
Valor de pH e densidade para as amostras de tinturas fitoterapicas doadas pela
FE-UFJTFE ..ottt ettt sttt e s eseeneas 44
Valor de pH e densidade para as amostras de tinturas fitoterapicas preparadas
a partir de plantas MediCINAIS.........cceeeriiireiiieeiiee e 45
Valor de pH e densidade para as amostras de tinturas fitoterapicas
[470) 101 (03 2§ SRR PRSP 45
Programa de aquecimento do GF AAS para a determinagdo de Cr, Cd e Pb em
tintura fitoterapica e em plantas medicinais apods digestao acida.................... 53
Comparagdes das concentracdes de Cd, Cr e Pb no mix de amostras de plantas
digerido e no mix de amostras de tinturas fitoterapicas digerido obtidas por
calibracdo externa e por adicao de padrao..........cceceeeviierieniienieniieeeeee, 57
Analise da regressdo linear do modelo de calibragdo externa utilizada para
determinagdo de Cd, Cr e Pb por GF AAS em plantas e tinturas fitoterapicas

apos digestdo assistida por radiagdo micro-ondas..........cccceeceevvenerieneeneennne. 58



Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Tabela 23

Tabela 24

Figuras de mérito obtidas para determinacao de Cd, Cr e Pb por GF AAS em
plantas medicinais e tinturas fitoterapicas ap6s digestdo assistida por radiacao
TNICTO-OMAAS. ..ttt ettt ettt ettt et e et e st e e nbeeenbeeneee 59
Programa de aquecimento do GF AAS para a determinagdo de Cd, Cr e Pb em
tintura fitoterapica por analise direta.........ccoecveevveerieeiiienieeeerie e 68
Comparacdes das concentragdes de Cd, Cr e Pb em tinturas fitoterapicas por

analise direta em GF AAS obtidas por calibragao externa e por adi¢do de

Andlise da regressdo linear do modelo de calibragdo externa utilizada para

determinagdo de Cd, Cr e Pb em tinturas fitoterapicas por andlise direta em

Figuras de mérito obtidas para determinagdo de Cd, Cr e Pb em tinturas
fitoterdpicas através de analise direta em GF AAS.........ccoooiiiiiiiiniie 71
Comparacdo entre andlise direta das tinturas fitoterdpicas com o método
empregando as amostras digeridas (método de referéncia) para determinagao
Cd, Cre Phpor GF AAS ...ttt 73
Teores de Cd, Cr e Pb nas amostras de tinturas fitoterdpicas comerciais ¢
doadas pela FF-UFJTF......c..ccociiiiiiiiieeee e 74

Teores de Cd, Cr e Pb nas amostras de plantas medicinais (em mg Kg™) ......76

Teores de Cd, Cr e Pb nas amostras de tinturas das fitoterapicas preparadas no
laboratorio a partir das plantas medicinais (em pg Kg™) ...oooovovorvevvieieicnnnn. 77
Porcentagem de transferéncia de Cd, Cr e Pb das plantas medicinais para as
tINLUTAS FIEOTETAPICAS. . eeeeviieeiiieeiieeeiieeette et e et e e rre e et eeeaee e aeeeeebeeennaeeenes 78

Teores de minerais nas amostras de tinturas fitoterapicas (em mg Kg!) ....... 79



AFS
ANVISA
AOAC
EPA

F AAS
FDA

GF AAS
ICP OES
ICP-MS
IUPAC
LD

LQ

mo

MF
OMS

pH
PNPIC
ppb

ppm
PTF

RENAME
RENISUS

RSD
STPF
SUS
TXRF
USP
XRF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Espectrometria de fluorescéncia atomica

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Association of Official Agricultural Chemists

Agéncia de Protecao Ambiental (Environmental Protection Agency)
Espectrometria de absor¢ao atobmica com chama

Food and Drugs Administration

Espectrometria de absor¢ao atomica com forno de grafite
Espectrometria de emissao Optica em plasma acoplado indutivamente
Espectrometria de massas com fonte de plasma

Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada

Limite de Detecgao

Limite de Quantifica¢ao

Massa caracteristica

Medicamento Fitoterapico

Organizacdo Mundial da Saude

Potencial hidrogeniénico

Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares

Partes por bilhdao

Partes por milhdo

Produto Tradicional Fitoterdpico

Relagao Nacional de Medicamentos Essenciais

Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude

Desvio padrao relativo

Stabilized Temperature Platform Furnace

Sistema Unico de Saude

Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total
Farmacopeia dos Estados Unidos (United States Pharmacopeia)

fluorescéncia de raios X



SUMARIO

TINTRODUGAO ..ottt s e eensee e, 18
1.1 MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS ..ottt 19
1.2 CONTAMINANTES INORGANICOS .....oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 24

1.3DETERMINACAO DE CONTAMINANTES INORGANICOS POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM ATOMIZACAO

ELETROTERMICA EM FORNO DE GRAFITE ..........cocoeiuiieiiieeeireeeeeeeeeeeee e, 26
1.4 PREPARO DE AMOSTRAS PARA DETERMINACAO DE CONTAMINANTES

INORGANICOS EM MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS..........co.coovevereeereeerrnene. 28
2OBIETIVOS ..ot 30
3MATERIAIS E METODOS ... 31
3.1 VIDRARIAS, REAGENTES E SOLUCOES ........coiviiiiiieeeeeeeeeeeeeeseee s, 31
3.2 INSTRUMENTACAO ...ttt eseses e esesenenas 31
3.3 PREPARO DA TINTURA FITOTERAPICA A PARTIR DA PLANTA MEDICINAL . 32
3.4 TINTURAS FITOTERAPICAS COMERCIAIS ......c.oivieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeee s, 34
3.5 ANALISES FISICO-QUIMICAS — pH ¢ DENSIDADE .....ooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 35
3.6 PREPARO DE AMOSTRAS PELO DE METODO DE REFERENCIA: DIGESTAO

ACIDA ASSISTIDA POR RADIACAO MICRO-ONDAS.........c.coovmieeeeeseseeseeerennne. 36
R (30 B o P2 1 1 T R 36
3.6.2 Tinturas FItoterapiCas...........ccccooiiiiiiiiiiiieee e 36
3.7 ANALISE POR GF AAS ... 38
3.7.1 Testes Preliminares..............ooooviiiviiiiiiiiiiiieeec e 39
372 ANALSE QUXELA ... 40
3.7.3 MEtodo de YeferENCIA............ooovimviiiiiiiiiiieeeeeee et 40
3.7.4 Otimizac¢ao instrumental GF AAS ... 40
3.8 ANALISE POR FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR REFLEXAO TOTAL............. 41
3.9 FIGURAS DE MERITO ..o 42
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......oooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 44
4.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS - pH e DENSIDADE APARENTE .........cc.ccccoevuna.... 44
4.2 ANALISE DAS PLANTAS MEDICINAIS E DAS TINTURAS FITOTERAPICAS PELO

METODO DE REFERENCIA .......oooiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 46
4.2.1 Modificador QUIIMIECO ............cc.ovveiiiiiiiiiiiie e e eeerre e e e e e 46

4.2.2 Curvas de Temperatura de pirdlise e Temperatura de atomizagio ......................... 49



4.2.3 Figuras de MEIIt0.............oocuoiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e sbee e ee b e eeneeeeneee 54

4.3 ANALISE DIRETA DAS TINTURAS FITOTERAPICAS .........coovvivmereeeeeeeeeeeeennnn. 59
4.3.1 Testes PreliMINATES............c..oiiiiiiiiiiieiieeeecee et e e e sree e e e eae e e e e naeeeeesnaaeeeennnees 59
4.3.2 Modificador qUIMICO ..............ccoeeiiiiiiiieeiie ettt e e e e e ee e 61
4.3.3 Curvas de Temperatura de pirolise e Temperatura de atomizagio ......................... 64
4.3.4 Figuras de METIt0.............cccoiiiiiiiiiiiiiie ettt et e e sree e ee e eeeeaeee e 68
4.4 COMPARACAO ENTRE ANALISE DIRETA E O METODO DE REFERENCIA ....... 72
4.5. APLICACAO DO METODO PROPOSTO ........coovieeereeeeeeeeseeeeeeeeeseeeseseseesesseneenens 73
4.5.1 Tinturas fitoterapicas COMErciais...............cccccueeeiiiiiiiieeieeee e e 73
4.5.2 Plantas Medicinais e Tinturas fitoterapicas preparadas ..................ccoccevvieernnennne. 76
4.6 TRANSFERENCIA DOS ANALITOS DA PLANTA PARA A TINTURA..................... 77
4.7 ESTUDOS COMPLEMENTARES - ANALISE POR TXRF ........cocoooviioiiieienireerenns 78
S CONCLUSAOQ.......ooiiiiiiiie ettt 81
5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS ...ttt et 81
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........oovvuiiiniiiiiineieeiseeeessese s esessssneens 83
ANEXO I = ARTIGO CIENTIFICO........cocooiiioiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 89

ANEXO B - ATIVIDADES ACADEMICAS DURANTE O DOUTORADO................... 90



18

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais tem sido parte das praticas médicas tradicionais ha milhares
de anos e essas plantas tém sido particularmente reconhecidas como sendo um recurso valioso,
disponivel e acessivel para os cuidados de saude. De acordo com a Organizagdo Mundial de
Satde (OMS), o uso de fitoterapicos € influenciado pela cultura e historia de um pais, ou onde
a acessibilidade dos servigos de saude convencionais ¢ limitada. Contudo em paises
desenvolvidos muitos usudrios confiam nos produtos a base de plantas medicinais no

tratamento de suas doengas, sendo o custo financeiro o fator motivador (OMS, 2013).

Embora os medicamentos a base de plantas sejam considerados de menor risco em
comparagdo aos fArmacos sintéticos, eles ndo estdo livres da possibilidade de toxicidade ou
outros efeitos adversos. Esses medicamentos também possuem contraindicagdes, sendo
algumas plantas medicinais naturalmente toxicas. Outro problema recorrente ¢ a identificagdo
feita de forma errénea ou a preparacao inadequada, ressaltando também, a possibilidade de
ocorrer interagcdes com outros medicamentos e outras plantas usadas concomitantemente. Com
isso, € requerido conhecimento dos principios ativos, bem como a qualidade da matéria prima
vegetal e de sua procedéncia, a fim de que possam ser utilizados com seguranca (JORDAN et

al., 2010).

As plantas espontaneamente podem absorver elementos quimicos do solo ou da
atmosfera. Consequentemente, o medicamento final pode conter grandes quantidades de
elementos quimicos inorganicos, alguns dos quais sdo considerados essenciais, enquanto outros
sdo toxicos para os seres humanos (ZEINER & CINDRIC, 2017). Um dos fatores que afetam a
qualidade das plantas medicinais € a contaminagdo por metais pesados, toxinas de origem
microbioldgica, residuos de pesticidas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Esses
contaminantes podem se acumular durante o cultivo, armazenamento e processamento de ervas

e podem causar efeitos adversos na saude do consumidor (TRIPATHY, 2015).

Ha dois métodos para a determina¢do de metais pesados em medicamentos preconizados
pela 6* edigdo Farmacopeia Brasileira; o ensaio limite por formagdo de particulas sélidas de
sulfetos, que também ¢ recomendado pela Farmacopeia Internacional, e a determinacao por
espectrometria atdmica. Na Farmacopeia Homeopatica Brasileira, sdo indicados apenas o teste
da chama e técnicas ndo instrumentais para analises de metais tdxicos, como os citados

anteriormente (BRASIL, 2019a; The International Pharmacopoeia, 2018; BRASIL, 2011).
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O ensaio limite ¢ o método mais comumente utilizado dentre a comunidade
farmacéutica, provavelmente por ndo necessitar de equipamento de andlises. Segundo consta
na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019a), ocorre a formagdo de particulas solidas dos
sulfetos de metais pesados, em suspensado, para posterior comparacao visual da intensidade da
cor em trés preparagdes; o branco do método, a amostra e um padrao de Pb(NOs)> presentes em
tubo de vidro transparente de fundo chato (geralmente Nessler). O ensaio € semi quantitativo e
possibilita inferir se a amostra passa ou ndo no teste, representando o somatorio da concentragao
dos elementos contaminantes na amostra. A limitacdo desse método para tinturas fitoterapicas
se da pela forte coloracdo da amostra, que impossibilita a visualizacao correta da diferenca de

cores, que ocorre de forma suave até mesmo em amostras limpidas.

1.1 MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Os termos "medicina complementar" e "medicina alternativa" se referem a um amplo
conjunto de praticas de cuidados de satide que incluem a fitoterapia. Os fitoterdpicos sdo uma
op¢ao terapé€utica eficaz, com um custo relativamente reduzido e com efeitos colaterais
diminuidos. Comparada a terapia tradicional, onde as administragdes frequentes de doses
elevadas muitas vezes sdo requeridas, ocasionando reagdes adversas sistémicas, o uso dos
fitoterapicos vem ganhando atencdo (SOARES et al. 2010).

Entre os Estados Membros da OMS foi observada uma tendéncia no desenvolvimento
de politicas de Medicina Complementar, com expressivo aumento de 1999 a 2018. O nlimero
de agdes publicas quase dobrou entre 1999 e 2005 e depois duplicou novamente entre 2005 e
2018. Até 2018 mais de 50% dos 194 Estados Membros tinham algum incentivo em areas como
Medicina Tradicional Chinesa e Fitoterapia (OMS, 2019). Embora cada pais tem a liberdade
de criar legislacdo sobre o registro de fitoterapicos, considerando suas tradi¢des, geralmente os
medicamentos fitoterapicos nao precisam ser submetidos a procedimentos rigidos de aprovagao

como medicamentos quimicamente sintéticos (WOLSKO et al., 2005; MOREIRA et al., 2014).

A agéncia federal do Departamento de Satde e Servigos Humanos dos Estados Unidos
(FDA - Food and Drugs Administration,) estabeleceu em 2004 uma regra para garantir a
qualidade dos fitoterapicos disponiveis, exigindo informagdes detalhadas em rétulos e bulas, o
Botanical Drugs Products: Guidance for Industry. Contudo nenhuma prova de seguranca ¢
necessaria, pois as plantas medicinais sdo consideradas suplementos nutricionais e estao

sujeitos as regras mais brandas, presente no Dietary Supplement Health and Education Act de
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1994. Esta legislacdo veio em resposta ao desejo da populagdo a um maior acesso devido a

crenca de que plantas medicinais sdo seguras.

Na Unido Europeia, os medicamentos fitoterapicos sao regulamentados por uma
legislag@o especifica para medicamentos tradicionais (SMICHOWSKI & LONDONIO, 2018;
TAPPIN & LUCHETTI, 2007). A China, principal pais consumidor de fitoterapicos e plantas
medicinais, rigorosamente avalia os limites maximos de metais pesados preocupando-se com a
seguranca destes medicamentos, sendo seus principios reconhecidos por organizagdes

internacionais (LIU et al., 2018).

No Brasil, o Estado se empenha criando portarias e programas relacionados a plantas
medicinais e fitoterdpicos no Sistema Unico de Satde (SUS). A Portaria n° 971, de 3 de maio
de 2006, propos a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), que
incluiu plantas medicinais e fitoterapia como op¢ao terapéutica no SUS; a Portaria
Interministerial n°® 2.960, de 9 de dezembro de 2008, aprova o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos e criou o Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
divulgado em 6 de marco de 2009, a Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude (RENISUS), que contém 71 espécies vegetais orientando pesquisas e

estudos com plantas medicinais (BRASIL, 2006; BRASIL, 2008; BRASIL, 2009).

Foram incluidos na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), por
meio da Portaria GM/MS n°. 533, de 28 de marco de 2012, 12 medicamentos fitoterapicos no
ambito do SUS. Através da Portaria GM/MS n° 1, de 2 de janeiro de 2015, estabeleceu-se a
RENAME 2014, sendo que, das 12 espécies vegetais em diferentes formas de apresentacdes,
quatro sdo oferecidas na forma de tinturas fitoterapicas; Alcachofra (Cynara scolymus L.);
Cascara sagrada (Rhamnus purshiana DC.); Espinheira santa (Maytenus officinalis Mabb.) e
Guaco (Mikania glomerata Spreng.). Essas tinturas sao mantidas na atualizacdo da RENAME

realizada em 2020 (BRASIL, 2012a; BRASIL, 2013; BRASIL, 2015; BRASIL, 2019c¢).

As plantas medicinais podem ser oferecidas pelo SUS de quatro formas, planta fresca
(in natura); planta seca (droga vegetal); fitoterapico manipulado (preparados em farmacias com
manipulagdo autorizada pela vigilancia sanitdria) e fitoterapico industrializado (produzidos e
comercializados mediante registro na Anvisa/Ministério da Saude). O fitoterdpico pode se
apresentar em diferentes formas farmacéuticas, como capsula, comprimido, solugdo oral, gel,
creme, emulsdo, tintura, dentre outras. Tintura € a preparagdo hidroalcoolica (70%) resultante

da extracdo de drogas vegetais obtidas por maceracgdo e percolagdo, utilizando uma parte em
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massa de droga vegetal e quantidade suficiente do liquido extrator para produzir 10 partes de
massa do produto final. Essa forma farmacéutica ndo ¢ recomendada a menores de 18 anos,

alcoolistas e diabéticos (BRASIL, 2018b).

O Brasil tem uma grande biodiversidade, com cerca de 50 mil espécies de plantas em
mais de nove ecossistemas diferentes. Apesar da tradicdo de uso e aceitacdo de plantas
medicinais pela populacao brasileira, o nimero de medicamentos fitoterapicos licenciados €
pequeno quando comparado a outros paises (CARVALHO et al., 2014). No Brasil, para
comercializacdo de um produto fitoterapico € necessario o registro na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), responsavel pela qualidade, seguranca e eficacia do produto,
utilizando requisitos similares aos requeridos para os medicamentos sintéticos (BRASIL,
2019b). A regulamentacao brasileira vem evoluindo desde 2010 no processo de harmonizagao
internacional que resultou na publicagdo de um novo marco regulatério em 2014. Com a RDC
n°® 26/2014, ocorreu a divisao entre os produtos licenciados em duas categorias: medicamento

fitoterapico (MF) e produto tradicional fitoterapico (PTF).

O MF ¢ o produto licenciado que apresenta seguranca e eficacia por meio de ensaios
ndo clinicos e clinicos, que podem ter sido realizados com o produto que se pretende registrar
ou podem estar disponiveis em documentacao técnico-cientifica previamente publicada. O PTF
¢ licenciado pelo uso tradicional, o fabricante do medicamento ndo necessita comprovagdes
acerca do fitoterdpico, pois o o6rgao regulador ja o fez previamente e publicou sua decisao nas
listas de fitoterapicos de registro simplificado. Mesmo para o PTF deve haver, no minimo,
monografia da droga vegetal descrita na Farmacopeia Brasileira ou em farmacopeia
reconhecida pela Anvisa (que sdo: alema, americana, argentina, britanica, europeia, francesa,

internacional, japonesa, mexicana e portuguesa) (BRASIL, 2014c).

Ambos os produtos, MF e PTF, seguem os mesmos requisitos de qualidade. Para as
matérias primas devem ser realizados testes de determinacdo dos caracteres organolépticos;
materiais estranhos; cinzas totais, umidade, contaminacdo microbiologica. Além de testes de
acordo com a apresentagdo, para plantas integras, caracteres macroscOpicos; para materiais
fragmentados ou po, caracteres microscOpicos, para matérias-primas liquidas, densidade. Os
testes de controle de qualidade do produto acabado sdo de acordo com a forma farmacéutica.
Para as tinturas sao indicados os testes de pH, viscosidade, densidade relativa e testes contidos

na monografia oficial (BRASIL, 2018a).
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MF e PTF devem também possuir marcadores especificos para cada espécie vegetal,
devendo-se fazer o controle qualitativo e quantitativo no produto final. O marcador ¢ a
substancia ou classe de substancias utilizada como referéncia no controle da qualidade da
matéria-prima vegetal e dos fitoterapicos, preferencialmente tendo correlagdo com o efeito
terapéutico (BRASIL, 2014c¢). Segundo a RENAME 2020, o marcador quimico para alcachofra
¢ derivado de acido cafeoilquinico (expressos em acido clorogénico), para cascara sagrada sao
derivados hidroxiantracénicos (expressos em cascarosideo A), para espinheira santa sdao taninos

totais (expressos em pirogalol) e para o guaco ¢ a cumarina (BRASIL, 2019c).

A Instru¢do Normativa n° 02, publicada em 13 de maio de 2014, divulgou a “Lista de
medicamentos fitoterdpicos de registro simplificado” e a “Lista de produtos tradicionais
fitoterapicos de registro simplificado” (BRASIL, 2018a). Céascara sagrada e alcachofra sao
classificadas como medicamentos. A parte da planta a ser usada deve ser a casca no caso da
cascara sagrada (Figura 1) ¢ as folhas, para alcachofra (Figura 2a). O Guaco ¢ Espinheira
Santa, que sdo espécies vegetais nativas, sdo classificados como produtos tradicionais
fitoterapicos, e para ambos devem ser usadas as folhas das plantas (Figuras 3a e 2b,

respectivamente).

Figura 1 - Rhamnus purshiana (céscara sagrada). A) aspecto geral da espécie, B) aspecto
geral da droga vegetal (casca)

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2014b).

A Céscara sagrada ¢ indicada para constipagdo ocasional, devido a acdo dos compostos
antracénicos, e também possui em sua composic¢ao acidos graxos de cadeia longa e compostos

fenolicos diversos. As cascas s6 podem ser utilizadas ap6s um ano de coleta, devido a presenca
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de antronas que podem causar ndusea, vomito e diarreia. Dentre as quatro espécies de plantas
estudadas, apenas a Céscara sagrada tem restri¢do de uso limitado a uma semana, devido ao
risco de desequilibrio eletrolitico, e também pelos indicativos apontados em estudos
toxicologicos, onde demonstrou-se que o uso prolongado pode ser um fator de aumento no risco

de cancer colorretal (BRASIL, 2014b).

Figura 2 - Aspecto geral da espécie. A) Cynara scolymus L. (Alcachofra) e B) Maytenus
officinalis Mabb (Espinheira Santa)

Fonte: Ministério da Satde (2016b).

A Alcachofra ¢ indicada para tratamento dos sintomas de dispepsia funcional e
hipercolesterolemia leve a moderada, as principais classes quimicas encontradas em sua
composicdo sdo acidos fendlicos, fenilpropanoides, saponinas, flavonoides, sesquiterpernos e
esteroides. A espinheira santa também ¢ indicada para dispepsias, atuando como coadjuvante
no tratamento de gastrite e ulcera gastroduodenal, destaca como principais metabdlitos

secundarios a presenca de terpenos, flavonoides e taninos (BRASIL, 2016a; BRASIL, 2018b).

Figura 3 - Mikania glomerata (Guaco). A) Aspecto geral da espécie e B) aspecto
geral da droga vegetal

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2014a).
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O guaco ¢ usado como expectorante e broncodilatador. Entre os componentes quimicos
descritos estdo os compostos cumarinicos, diterpendides, fenilpropandides, triterpendides e
esterois, e componentes volateis como os dleos essenciais. O metabdlito secundario majoritario
¢ a cumarina, ocorrendo principalmente nas folhas da planta e caracterizando o odor fragrante
e aromatico da espécie, além de ser um dos principais responsaveis pelas acdes farmacoldgicas
da planta. Outro metabolito secundario que se destaca como anti-inflamatdria e expectorante, €

o0 acido caurenoico (diterpeno). (BRASIL, 2014a).

De acordo com dados recentes, 359 registros foram obtidos de 101 espécies de plantas
medicinais. A planta medicinal com o maior nimero de licengas cedidas € o guaco, presente
em 25 fitoterapicos licenciados, a alcachofra aparece na 8° posi¢ao, com 15 fitoterapicos. A
espinheira santa possui 13 fitoterapicos enquanto a cascara sagrada possui cinco (CARVALHO

et al,, 2018).

1.2 CONTAMINANTES INORGANICOS

Algumas impurezas inorganicas sdo tdxicas mesmo em baixas concentracdes e devem
ser cuidadosamente monitoradas para garantir a seguranca da saide humana (SILVA et al.,
2017). Os metais pesados prejudicam o bem-estar do ser humano pois sdo capazes de causar
uma série de problemas a homeostase corporal, como estresse oxidativo celular (Cd, Cr, Pb ),
lesdes neuroldgicas (Pb e Hg), lesdes ao DNA (Cr e Pb), alteragdes no metabolismo do célcio
(Cd e Pb) e também a capacidade de interferir no metabolismo de elementos essenciais (Cd)
(CASERTA et al., 2013).

Veiga Jr. et al. (2005) relataram casos de contaminagdo de plantas medicinais por metais
pesados, e citaram um estudo realizado em Londres na década de 90, onde foram encontrados
9 casos de contaminacao por mercurio, chumbo e arsénio os quais foram associados a utilizagao
de ervas medicinais (SHAW et al., 1997). Caldas & Machado (2004) analisaram 130 amostras
de 10 espécies diferentes de plantas medicinais e foi verificado que o mercurio foi o metal mais
detectado nas amostras (38%), seguido pelo chumbo (23%) e cadmio (13%). Organizacdes
governamentais também monitoraram fitoterapicos, como Departamento de Servigos de Saude
da California, que analisou 251 produtos a base de plantas e constatando que cerca de 10% das
amostras continham 10 ppm ou mais de Pb, e mais de 14% continham uma média de 14,6 ppm
de As. Um estudo de triagem na Alemanha constatou que cerca de 3,5% dos 317 lotes de ervas

chinesas excederam os limites legais de metais pesados (BOLAN et al., 2017).
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Metais toxicos como Cd, Cr e Pb podem ocorrer naturalmente no ambiente, devido a
intemperismo, atividades bioldgicas e vulcanicas (SMICHOWSKI & LONDONIO, 2018). Os
metais pesados frequentemente se encontram na forma catidnica, o que acarreta fortes
interacdes com a matriz do solo e podem se tornar moveis, chegando até as plantas, que por sua
vez podem acumular esses metais nos tecidos (STREET, 2012). No meio ambiente, diferentes
fatores influenciam a absor¢do desses metais, tais como temperatura, pH, condutividade
elétrica, competicdo entre espécies, tipo de planta, tamanho da planta, sistema radicular,
disponibilidade de elementos, tipo de folha e teor de umidade do solo e da planta (GOMES et
al., 2017).

O chumbo e o cadmio sdo considerados toxicos em qualquer faixa de concentragao,
enquanto o cromo mostra menos toxicidade, no entanto, em concentragcdes maiores podem ser
agravantes para a saude. Em relacdo ao potencial carcinogénico, Cr e Cd, em suas formas
inorganicas, sdo considerados cancerigenos para seres humanos, segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer. O Pb ndo possui caracteristicas carcinogénicas; no
entanto, ¢ prejudicial aos sistemas neurologico, reprodutivo, imunolédgico, cardiovascular e
renal (SILVA et al., 2017).

O cadmio destaca-se entre os demais, devido ao longo tempo de meia vida. As principais
fontes de contaminac¢do por Cd sdo antropogénicas, como o uso de fertilizantes fosfatados e
atividades industriais ¢ de mineracdo. As plantas podem absorver o Cd devido a sua alta
mobilidade quimica, afetando negativamente o seu crescimento (RIZWAN et al. 2018). Para o
ser humano, os efeitos toxicos apds a exposi¢do afetam principalmente os rins e o figado
(ZHANG & REYNOLDS, 2019).

O cromo nao é um elemento raro, sendo o sétimo elemento mais abundante na crosta
terrestre, sua presenca, devido as atividades antropogénicas, vem da deposicao de residuos das
industrias metalirgica, principalmente ago e metal, e quimica, como pigmentos, galvanoplastia
e couro. E detectado na maioria das matrizes ambientais e aumentou exponencialmente nos
ecossistemas aquaticos e terrestres nas ultimas décadas (GOMES et al., 2017).

A toxicidade do cromo estd diretamente ligada a sua especiacdo. De acordo com a
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, em portugués Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada) espécies quimicas ¢ forma especifica de um elemento quimico
que pode ser definido quanto a composicao isotdpica, estado eletronico ou de oxidagdo e (ou)
estrutura complexa ou molecular. O cromo ¢ um exemplo de elemento com espécies
inorganicas, variando apenas o estado de oxidacdo (TEMPLETON & FUJISHIRO, 2017). A

espécie Cr (III) ndo € essencial para plantas, mas ¢ um elemento trago essencial para os animais,
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jad o Cr (VI) ¢ listado pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental
Protection Agency - EPA) entre dezessete substancias quimicas que representam a maior
ameaca para os seres humanos (GOMES et al., 2017).

Os riscos para a saude da exposi¢ao a Cr (VI) estdao bem documentados pela OMS, sendo
considerado altamente letal para a maioria dos organismos devido as suas propriedades
mutagénicas e carcinogénicas. O seu elevado potencial redox positivo faz com que atravesse
membranas celulares, danificando seus componentes, sendo capaz de degradar proteinas e
alterar o DNA em humanos, animais e plantas. Além de causar dor epigastrica, ndusea, vomitos,
reacdes alérgicas, Ulceras estomacais e hemorragias, a exposi¢ao ao Cr (VI) ¢ conhecida por
causar cancer nos pulmdes, danos as func¢des renais e hepaticas (SINHA et al.,, 2018).

O envenenamento por chumbo através do consumo de medicamentos fitoterapicos ¢
mais comum do que outros contaminantes inorganicos como o Cd (BOLAN et al, 2017). Os
efeitos adversos a saude causados pelo Pb envolvem o sistema cardiovascular, onde foi
observado sinais de degeneragao e funcdo anormal do musculo liso. Em estudo realizado com
ratos cronicamente expostos ao Pb, foram detectados hipertensao arterial. Outros estudos
correlacionaram a exposicdo ao chumbo e comprometimento da fungdo renal, além de
neurotoxicidade, doencas respiratorias e comprometimento das capacidades cognitivas

(GERALDES et al., 2016; IYER et al., 2015).

1.3 DETERMINACAO DE CONTAMINANTES INORGANICOS POR ESPECTROMETRIA
DE ABSORCAO ATOMICA COM ATOMIZACAO ELETROTERMICA EM FORNO DE
GRAFITE

As principais técnicas analiticas instrumentais empregadas, sozinhas ou hifenizadas,
desempenharam um papel crucial na determinagao de contaminantes inorganicos. As pesquisas
realizadas nas ultimas décadas utilizaram cromatografia de troca i6nica (IC), espectrometria de
absor¢ao atdmica com chama (F AAS), espectrometria de absor¢ao atdmica com atomizagao
eletrotérmica (ET AAS), espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS), fluorescéncia de raios
X (XRF) e técnicas baseadas em plasmas, como espectrometria de emissdo Optica em plasma
acoplado indutivamente (ICP OES) e espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS)
(SMICHOWSKI & LONDONIO, 2018).

A Farmacopeia Americana (USP, do inglés United States Pharmacopeia) recomenda
métodos baseados em técnicas de emissdo atomica e espectrometria de massas, como ICP OES

e ICP-MS. Embora tenham sensibilidade adequadas para elementos tragos, exigem preparo de
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amostra como a digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas, o que pode ser um problema
em amostras com alto teor alcoolico (USP, 2015).

A técnica de Espectrometria de Absor¢do Atomica com Atomizacao Eletrotérmica em
Forno de Grafite (GF AAS) ¢ uma das opgdes para determinacao de metais envolvendo a
espectrometria atdmica, pois possui limite de deteccdo adequado, na faixa de ug L'; é mais
barata comparada a outras técnicas de determinacdo de tragos; utiliza de pequeno volume de
amostra, cerca de 20 uL; e devido a etapa de pré-tratamento da amostra, durante o programa de
aquecimento, permite o uso de analise direta ou com pouca preparagao das amostras (WELZ &
SPERLING, 1999).

Inicialmente a técnica de GF AAS possuia limitagdes principalmente pelo efeito da
matriz da amostra nos resultados da analise. Para superar esse problema, foram propostas as
condi¢des STPF (Stabilized Temperature Platform Furnace, em portugués forno e plataforma
com temperatura estabilizada), que consistem em um conjunto de 7 requisitos usados para o

desenvolvimento da técnica baseados nas ideias de L'vov, que sdo:

a) tubos de grafite com revestimento pirolitico;

b) tubos com plataforma L 'vov,

c¢) interrupcdo do gés de prote¢do durante a etapa de atomizacao;

d) calculo das concentragdes dos analito a partir das areas dos sinais analiticos;
e) eletronica compativel com os sinais transientes;

f) uso de sistema de corre¢dao de fundo para absorcao nao seletiva; e

g) uso de modificadores quimicos.

Essas condig¢des resultaram em um passo importante na melhoria da seletividade do GF AAS
(VOLYNSKII, 2003).

As técnicas de quantificacdo de elementos quimicos, seja baseada em eletroquimica ou
emissao atdmica, tém sido amplamente descritas na literatura. Contudo, essas técnicas na
grande maioria das vezes requerem a mineralizagdo completa da amostra para decompor
substancias interferentes, tornando-as trabalhosas demais. Enquanto GF AAS, devido a sua alta
sensibilidade e tolerancia as matrizes inorganicas e organicas, possibilita a determinagdo direta
em diferentes amostras. A determinacao direta, todavia, exige uma otimizac¢ao cuidadosa do
programa de temperatura e escolha adequada de modificador quimico, além de outros
parametros das condigdes STPF (DESSUY et al., 2008). Tinturas fitoterapicas possuem alto
potencial para analise direta, pois ja se encontram no estado liquido. Contudo, a complexidade

da matriz, devido ser derivado de plantas, e uso de alto teor alcoolico, usado como liquido
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extrator, sdo os principais fatores que podem dificultar o processo de andlise direta desse tipo

de amostra.

14 PREPARO DE AMOSTRAS PARA DETERMINACAO DE CONTAMINANTES
INORGANICOS EM MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Os medicamentos fitoterapicos tém caracteristicas distintas que os diferenciam dos
farmacos sintéticos, principalmente por ter mais de um composto ativo. Os perfis quimicos das
plantas medicinais sdo afetados pelas condi¢des de cultivo, fabricacdo, comercializacio e
distribuicdo. Variaveis fisioldgicas, genéticas e ambientais afetam o perfil bioquimico e a
producao secundaria de metabolitos nas plantas. Os metabolitos secundarios também dependem
do tempo de colheita, armazenamento, secagem, extragdo e processamento para a embalagem
final (SAHOO et al., 2010). Muitas vezes para facilitar a determinacao de metais pesados nessas
amostras, ¢ necessario um tratamento para eliminar as substancias interferentes. Os métodos de
preparo de amostras incluem principalmente cinzas secas e digestdo imida (KLOPPER, 2017).

Primeiramente ¢ necessario ressaltar que, apos a coleta das amostras ¢ necessaria a
homogeneizagao antes de serem retiradas aliquotas, além disso as amostras devem estar de uma
forma que possibilite a ser introduzida no instrumento analitico escolhido. Técnicas analiticas
para determinagdo de metais, como as baseadas em AES e AAS, normalmente requerem
amostras liquidas. No caso de amostras que ja estdo no estado liquido, a introdugao direta tem
sido investigada, pois pode simplificar o procedimento e evitar desvantagens dos métodos de
mineralizagio (ZEINER & CINDRIC, 2017).

Algumas informagdes estdo bem difundidas, como o fato da concentracdo dos analitos
ser geralmente baixa em amostras liquidas, exigindo mais cuidado no método usado para sua
determinagdo, pois o impacto da contaminag¢do no resultado final aumenta. O preparo da
amostra ¢ uma etapa adicional que envolve operagdes demoradas e trabalhosas, reagentes de
alta pureza, analistas qualificados. E sempre apropriado verificar a possibilidade da analise
direta, a menos que exista efeitos de matriz interferindo na deteccdo do analito (HOENIG &
KERSABIEC, 1996).

A etapa preliminar de preparo de amostra ¢ também responsavel pelos erros
provenientes de contaminacdes, além de perdas causadas por volatiliza¢ao e adsor¢ao. Além de
ser laborioso, sendo responsavel pelo maior tempo gasto num procedimento completo, desde a
coleta até a andlise (KUBRAKOVA, 1997). O alto fator de dilui¢do imposto as amostras

prejudica também o limite de quantificagdo. Contudo, as vezes ela se faz necessaria para
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eliminagdo da matriz organica, que pode ser alcancada pela digestdo total das amostras antes
da analise (VINHAL & CASSELLA, 2019).

O método de digestao acida de amostras ¢ recomendado nas principais farmacopeias e
por diversos procedimentos padrao para analise de amostras visando a determinagdo de metais.
As razoes para a grande difusdo da tecnologia de micro-ondas para este fim estao relacionadas
as suas vantagens em relacao as tecnologias mais tradicionais, como tempo; melhor recuperacao
de elementos de compostos volateis; niveis mais baixos de contaminagao; volumes minimos de

reagentes, com procedimentos mais reprodutiveis (AGAZZIA & PIROLA, 2000).
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2 OBJETIVOS

Determinar e avaliar os teores de contaminantes inorganicos; cadmio, cromo e chumbo
em tinturas fitoterapicas de Alcachofra, Cascara Sagrada, Espinheira Santa e Guaco

empregando técnicas espectrométricas de analise com minimo de preparo de amostras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. verificar a presenca de caddmio, cromo e chumbo nas plantas Alcachofra, Cascara
Sagrada, Espinheira Santa e Guaco obtidas em feiras e comércio local;

2. realizar o preparo de tinturas fitoterapicas a partir das plantas correspondentes e
avaliar a influéncia do processo de fabrica¢do na presenca dos contaminantes Cd, Cr e Pb;

3. propor e aplicar um método de andlise quantitativa para cadmio, cromo e
chumbo em tinturas fitoterapicas empregando a técnica de absor¢do atdmica com forno de
grafite com minimo de preparo de amostras;

4. obter as figuras de méritos para a validagdo analitica do método de referéncia e

do método proposto.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 VIDRARIAS, REAGENTES E SOLUCOES

Todas as vidrarias utilizadas foram previamente descontaminadas em banho de acido
nitrico 10% v/v por um periodo minimo de 24 h, lavadas com 4gua deionizada e secas a
temperatura ambiente.

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico, com exce¢ao do alcool de
cereais 96° GL (EMFAL, Brasil), por se tratar do reagente similar ao utilizado nas produgdes
de tinturas fitoterapicas por profissionais farmacéuticos.

As solugdes foram preparadas utilizando 4gua deionizada pelo sistema Elga Purelab
Option-Q (modelo LA611, UK). Acido nitrico (65% v/v, Sciavicco, Brasil) foi utilizado para o
preparo de amostras. Nas solugdes, além de acido nitrico e alcool de cereais, foi usado Triton

X-100 (Vetec, Brasil).

As solugdes padrao foram preparadas a partir de dilui¢des de solucdes estoque de Cd,
Cr e Pb 1000 mg L' (SpecSol, Brasil). Para a anlise direta, a dilui¢do foi feita com Triton X-
100 0,1% v/v e HNOs3 0,2% v/v, e para o método de referéncia, foi feita com solu¢do de HNO3
2% v/v. As solugdes usadas como modificador quimico no GF AAS foram Pd(NOs)2 1000 mg
L, NH4H,PO4 4000 mg L' e Mg(NO3)2 600 mg L' (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, SP).

3.2 INSTRUMENTACAO

As leituras das amostras para determinacdo de Pb foram realizadas no Departamento de
Quimica da UFMG, Cd e Cr foram determinados nas dependéncias do Departamento de
Quimica da UFJF.

Os analitos Cd e Cr foram determinados utilizando um espectrémetro de absor¢do
atdmica com atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite (Thermo Scientific, Solaar Series
M5, USA) realizando-se injecdes manuais. A lampada de deutério (D) foi usada como corre¢ao
de fundo durante a determinacao de Cd. Para determinagdo de Pb foi utilizado espectrometro
de absorc¢ao atdmica com forno de grafite equipado com amostrador automatico (Agilent, PSD
120, Santa Clara, EUA) com correcdo de fundo por Zeeman (Agilent, SpectrAA 240Z, Santa
Clara, EUA).
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Lampadas de catodo oco monoelementar de Cd, Cr e Pb foram empregadas como fontes
de radia¢do. As absorbancias foram registradas em éarea do sinal de absorbancia, exceto para
determinagdo de Cd por andlise direta, na qual foi usada o sinal em altura do sinal de
absorbancia. Todas as medi¢des foram feitas em duplicata. O tubo de grafite com revestimento

pirolitico foi utilizado.

Como método de referéncia foi usada a mesma técnica de analise, porém realizando-se
o preparo da amostra por meio de uma digestao assistida por radiagdo micro-ondas (Berghof,
SpeedWave Four, Alemanha). A evaporagdo do etanol presente nas tinturas foi realizada em
chapa aquecedora digital (Sterilifer, modelo SXDI 25, Brasil) antes do procedimento de

digestao.
3.3 PREPARO DA TINTURA FITOTERAPICA A PARTIR DA PLANTA MEDICINAL

Seguindo as recomendacdes de preparo de acordo com o Formuldrio de Fitoterapicos
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2018b), primeiramente as plantas foram secas em estufa a
40 °C por 48 h, e, ap6s resfriarem, foram trituradas em mixer de alimentos (Walita) e
depositadas em placa de Petri (Figura 4). Como liquido extrator foi utilizada uma solug¢ao
alcoolica a partir de alcool de cereais comercial diluido com agua deionizada até a graduagao
de 70% v/v. As plantas selecionadas para o preparo da tintura sdo mostradas na Tabela 1 junto

a sua procedéncia

Figura 4 - Amostras das plantas apds secagem e trituragdo. 1-A (Alcachofra), 1-CS e 2-
CS (Cascara Sagrada), 1-ES e 2-ES (Espinheira Santa), 1-G e 2-G (Guaco)

T N i ik
7\ - /
N A S=— 4 =

2-CS -G

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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Tabela 1 - Relacao das amostras preparadas de tinturas fitoterapicas a partir da planta

medicinal

Planta Quantidade Procedéncia Codigo
Alcachofra 1 Manaus — AM 1-A
) ) Marca comercial 1 1-ES
Espinheira Santa 2 Manaus — AM 2-ES
, Marca comercial 2 1-CS
Cascara Sagrada 2 Marca comercial 3 2-CS
Guaco ) Manaus — AM 1-G
v Marca comercial 1 2-G

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Foram pesados 500 mg de cada uma das plantas, que permaneceram em contato com a
solugdo alcodlica por 24 h (Figura 5A). Apds esse tempo, em uma seringa de 20 mL (tampada,
com o fundo forrado com papel de filtro, mostrado na Figura 5B), foi colocado lentamente 3
mL de liquido extrator, que ficou em percolacdo espontinea até obter 2,5 mL de tintura (Figura
6A). As tinturas passaram novamente por papel de filtro e foram transferidas para frascos ambar
(Figura 6B), ficando armazenadas a temperatura ambiente até o uso. Os procedimentos foram

realizados em duplicata.

Figura 5 - Processo de preparagao das tinturas fitoterapicas. (A) maceragdo e (B)
percolagdo

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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Figura 6 - Tinturas fitoterapicas preparadas, recolhidas ap6s percolagdo (A) e
armazenamento final (B)
A)

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

3.4 TINTURAS FITOTERAPICAS COMERCIAIS

As amostras comerciais analisadas (Tabela 2) consistiram em tinturas fitoterapicas
adquiridas em sete farmacias de manipulagdo no estado de MG nas cidades de Juiz de Fora e
Belo Horizonte. Para preservar a identidade dos estabelecimentos comerciais foram utilizados
codigos numerados de 1 a 7. As tinturas fitoterapicas sdo de quatro plantas medicinais Cynara
scolymus L.; Rhamnus purshiana DC.; Maytenus officinalis Mabb. e Mikania glomerata
Spreng. As amostras preparadas a partir das plantas medicinais foram também analisadas pelo

método proposto nesse trabalho.

Tabela 2. Relacdo das amostras comerciais de tinturas fitoterdpicas

Nome comum Nome Cientifico Quantidade Procedéncia* Codigo

Farmacia 1 A-1

Farmacia 2 A-2

Alcachofra Cynara scolymus L 4 Farmécia 4 A3
Farmacia 7 A4

Farmacia 1 ES-1
.. Farmacia 3 ES-2

Espinheira Santa May te};tf gjbﬁ cinalis 5 Farmacia 4 ES-3
ano.. Farmacia 5 ES-4

Farmacia 6 ES-5

Farmacia 1 CS-1
, Rhamnus purshiana Farmacia 2 CS-2
Céscara Sagrada DC. 4 Farmacia 5 CS-3
Farmacia 6 CS-4

o Farmacia 1 G-1

Guaco M’k"”;" glomerata 3 Farmacia 4 G-2
pPreng Farmacia 7 G-3

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).



35

Além das amostras das quatro espécies de plantas medicinais em estudo, foram fornecidas
através da Profa. Dra. Fabiola Dutra, da Faculdade de Farmacia da UFJF (FF-UFJF) cinco
amostras de tinturas fitoterapicas das plantas medicinais Thuja occidentalis L, Curcuma
zedoaria; Crataegus oxyacantha L.; Schinus terebinthifolius Raddi, e Zanthoxylum
subserratum, usadas para avaliar a aplicagdo do método proposto. Essas amostras sio

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Relacdo das amostras de tinturas fitoterdpicas doadas e incluidas no estudo

Nome comum Nome Cientifico Quantidade Procedéncia Cédigo
Aroeira Schinus terebinthifolius Raddi 1 FF-UFJF AR-1
Cratego Crataegus oxyacantha L. 1 FF-UFJF C-1

Mamica de Cadela  Zanthoxylum subserratum 1 FF-UFJF MC-1
Tuia Thuja occidentalis L 1 FF-UFJF T-1
Zedoaria Curcuma zedoaria | FF-UFJF Z-1

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Para a otimiza¢do dos parametros instrumentais do GF AAS e para o método de
referéncia (digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas) foi utilizado uma mistura das
amostras das quatro plantas “principais”: alcachofra, espinheira santa, cascara sagrada e guaco,

na propor¢ao de 1:1:1:1 v/v/v/v, denominada mix de amostras.

3.5 ANALISES FISICO-QUIMICAS — pH e DENSIDADE

A caracterizagdo fisico-quimica das amostras foi realizada de acordo com os
procedimentos da Farmacopeia Brasileira 6* edigdo (BRASIL, 2019a). Foi determinado o pH
das tinturas fitoterapicas em pHmetro previamente calibrado com solucdes tampao pH 4,0 e
7,0. As determinagdes foram realizadas em triplicatas.

Devido ao volume insuficiente de amostra para utilizacdo do picndmetro, para a
determinagdo da densidade das amostras foi utilizado os dados de massa ¢ de volume medidos
separadamente. Foram pipetados 100 pL de amostra com auxilio de uma micropipeta de 200 pl
de capacidade, o volume foi pesado em balanca analitica em 10 replicatas. Todos os
instrumentos usados foram previamente calibrados, as determinagdes foram realizadas no

mesmo dia em temperatura ambiente.
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3.6 PREPARO DE AMOSTRAS PELO DE METODO DE REFERENCIA: DIGESTAO
ACIDA ASSISTIDA POR RADIACAO MICRO-ONDAS

3.6.1 Plantas

Para a digestao das amostras de plantas, primeiramente elas foram levadas a estufa a 40
°C por 48 h e trituradas em mixer de alimentos, para entdo serem submetidas ao procedimento
de digestao. Um mix de amostras de 200 mg (preparado pela combinacao de 50 mg de cada
uma das plantas) foi digerido para ser utilizado para a otimizagao instrumental do GF AAS. Na
aplicagdo do método, foram pesados 200 mg de cada uma das plantas.

Apo6s um periodo de 2 h de pré-digestdo em um frasco digestor junto a 6 mL de HNOs
concentrado destilado, foram levados ao digestor, seguindo o programa de digestao apresentado

na Tabela 4. O digerido obtido foi diluido para 20,00 mL em 4gua deionizada.

Tabela 4 - Programa de aquecimento referente a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas
do mix de amostras de plantas

Etapa Temperatura Tempo de rampa Tempo (min) Poténcia
°O) (min) (%)
1 145 2 5 70
2 170 5 10 80
3 200 2 15 80
4 50 1 10 0

Fonte: BERGHOF (2013).

3.6.2 Tinturas Fitoterapicas

Considerando o alto teor alcodlico (cerca de 70% v/v) das tinturas fitoterapicas, foram
encontradas algumas dificuldades no procedimento de digestao acida das amostras de tinturas,
devido a reagdo violenta entre o acido nitrico e o etanol que ocorre ainda no processo de pré-
digestao da amostra. No momento em que era adicionado o acido nitrico concentrado a amostra,
a reagdo fazia com que parte da solugdo fosse projetada para fora do frasco digestor, o que
consequentemente acarreta a perda dos analitos.

Nao foram encontrados na literatura dados relacionados a situacdo vivenciada

experimentalmente, embora encontra-se disponiveis muitos trabalhos onde foram usadas
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amostras alcoodlicas, geralmente a concentracao de etanol ¢ até 50%, que ¢ o teor alcodlico de
bebidas como aguardente e whisky. O acido nitrico ¢ frequentemente envolvido em incidentes
causados por reacao quimica devido sua capacidade excepcional de oxida¢ao, mesmo em
condig¢des bastante diluidas, ao contrario do acido sulfurico, ou a temperatura ambiente, ao
contrario do acido perclorico.

Segundo Bretherick's Handbook of Reactive Chemical Hazards (URBEN, 2006),
misturas de acido nitrico e dlcoois sao muito instaveis quando a concentragcdo de acido nitrico
estd acima de 10%, sendo que misturas contendo mais de 5% de HNO; ndo devem ser
armazenadas. O uso de alcool e acido nitrico em altas concentragdes, segundo o autor é “na
melhor das hipoteses, é uma aproxima¢do completamente imprevisivel de um sistema de
propulsdo de foguete de dcido nitrico — alcool”.

Para solucionar o problema foram testadas quatro diferentes condi¢des de trabalho. A
primeira delas foi o uso de &cido nitrico diluido 1:2 v/v para digestao acida em sistema fechado.
Nao ocorreu reagdo violenta durante a pré-digestdio como ocorrido com acido nitrico
concentrado, mas o digerido ndo se apresentou de forma limpida. Ainda assim para verificar se
o procedimento havia sido eficaz foi avaliada exatiddo do método, sendo descartada essa
condi¢do de trabalho, pois obteve-se valores inadequados. Esse fato possivelmente foi causado
por digestdo incompleta da amostra, devido o menor poder oxidante do &cido nitrico diluido, o
que provavelmente leva a interferéncia de matriz (KRUG & ROCHA, 2016).

A segunda condigao testada foi o uso de acido nitrico concentrado resfriado a 4 °C para
digestao acida em sistema fechado. Essa possibilidade também nao foi eficaz, pois quando o
acido nitrico entrou em contato com o etanol a reagdao violenta ocorria, mesmo mantendo os
frascos em banho de gelo, o que ocasionava a perda de analito por projecdo da amostra, assim
como ocorrido com o uso do acido nitrico a temperatura ambiente.

A terceira condicdo testada consistia na evaporagdo do etanol das tinturas por banho-
maria, diretamente nos recipientes de pesagem do digestor micro-ondas. Contudo, o processo
foi lento e as altas recuperacdes obtidas ao verificar a exatidao do método indicam uma possivel
contaminagdo da amostra.

A quarta condicao avaliada foi a digestdo acida em sistema aberto com uso da chapa
aquecedora com evaporagdo do etanol presente nas tinturas. Embora o processo tenha se
mostrado rapido e de facil execugdo, ao avaliar a exatidio do método foram obtidas
recuperacdes baixas, o que ¢ comum devido a volatilidade dos analitos, como Cd e Pb, o que

limita a digestdo das amostras em frascos abertos.
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Nos quatro processos citados acima, com exce¢do da digestdo com uso da chapa
aquecedora (que ¢ um sistema aberto), devido a limitagdo da massa de amostra que pode ser
usada para digestdo em sistema fechado, combinado ao fato de que no final do processo de
digestdo assistida por radiacdo em micro-ondas ainda ¢ feita a limpeza para garantir que toda
solugdo digerida foi retirada do frasco digestor; a diluicdo da amostra no final do preparo de
amostra era cerca de 100 vezes.

O processo de digestdo ja otimizado foi realizado em trés etapas, devido a reacao
violenta observada experimentalmente entre acido nitrico e etanol.

1. Evaporagdo do etanol.

Foram transferidos 2 mL de amostra para barcas de pesagem, em Teflon, que foram levadas a
chapa de aquecimento a 90 °C durante 30 min.

2. Pré-digestao.

Apos resfriamento das barcas de pesagem contendo as amostras sem o etanol, estas foram
colocadas no frasco digestor DAP 30 e misturadas a 8 mL de acido nitrico concentrado e
deixadas em pré-digestdo por 2 h.

3. Digestdo assistida por radiagdo micro-ondas.

Por fim as amostras foram digeridas seguindo o programa de aquecimento apresentado na
Tabela 5, conforme sugerido pelo fabricante do equipamento (BERGHOF, 2013). O digerido

obtido foi diluido para 20,00 mL em dgua deionizada.

Tabela S - Programa de aquecimento da digestao assistida por radiagdo micro-ondas para
amostras de tinturas fitoterdpicas

Etapa Temperatura Tempo de rampa Tempo Poténcia
°O) (min) (min) (%0)
1 145 2 5 60
2 170 5 10 70
3 190 2 15 80
4 50 1 10 0

Fonte: BERGHOF (2013).

3.7 ANALISE POR GF AAS

Foi testada a necessidade do uso de modificador quimico, avaliando o sinal obtido sem

o0 seu uso e com a utilizagdo de 5 pg Pd, 3 pg Mg, e a mistura 3 pg Mg/5 pg Pd na condicao do
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programa de aquecimento recomendado pelo fabricante do equipamento na determinagdo de
Cd e Cr. Na determinagdo de Pb foram testados também como modificadores quimicos 20 ug
NH4H>POs4e 20 ng NH4H2PO4/3 ng Mg.

Foram introduzidos no forno de grafite 20 pL de solugdo de amostra ou 25 pL. quando
o modificador quimico foi usado. As condi¢des instrumentais utilizadas recomendadas pelo

fabricante do equipamento para determinacao de Cd, Cr e Pb sdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 - Condigdes instrumentais recomendadas pelo fabricante do equipamento, 7hermo
para a determinagdo de Cd e Cr e Agilent para determinagdo de Pb por GF AAS

Parametro Cadmio Cromo Chumbo
Corrente da lampada (mA) 3 6 10
Comprimento de onda (nm) 228.8 357,9 2833
Fenda espectral (nm) 0,5 0,2 0,5
Temperatura de Pirdlise (°C) 300%, 600° 1200 600
Temperatura de Atomizagdo (°C)  600% 1000" 2500 2100
Modificador Quimico Pd, NHNO: Mg(NO;)2 NHeHPOwPd,
ou Mg(NOs)» EDTA, Oxalato

2sem o uso de modificador quimico
bcom uso de modificador quimico

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

3.7.1 Testes Preliminares

No inicio dos estudos das condigdes instrumentais, foram observadas dificuldades de
injecdo da amostra no GF AAS, usando o cromo como analito teste, foram realizados testes
preliminares que pudessem corrigir os problemas apresentados. Assim, na determinagdo de Cr
por andlise direta, foram avaliadas as temperaturas de secagem de 100 °C, e o uso de duas etapas
de secagem, 70/ 110 °C e 90/130 °C sendo também avaliado o tempo de pirdlise de 10, 20 e 30
segundos.

Quanto ao preparo da amostra, ocorreu problemas em solubilizar e estabilizar a amostra
quando foi necessario a dilui¢do para a analise direta, com isso foram testados como diluentes

as solucoes de HNO3 2% v/v e solucao de Triton X-100 0,1% v/v e HNO3 0,2% v/v.
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3.7.2 Analise direta

Para otimizacao instrumental do GF AAS foi usado mix de amostras diluida 1:10 v/v em
solucao de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com acido nitrico 0,2% v/v e solucdes padrao
mono-elementares nas concentragdes 1,5 pg L' para Cd, de 5 pg L™ para Cre 10 ug L para
Pb no meio alcoolico 7% v/v diluido com uso de Triton X-100 0,1% v/v acidificado com acido
nitrico 0,2% v/v. Para aplicagao do método, as amostras foram diluidas com solu¢ao de Triton

X-100 0,1% v/v e HNO;3 0,2% v/v.

3.7.3 Método de referéncia

Para otimizagao instrumental do GF AAS foi usado a mistura do mix de amostras de
tinturas fitoterapicas digerida junto ao mix de amostras de plantas medicinais digerida e
solugdes padrio monoelementares nas concentragdes 1,5 ug L' para Cd, de 5 pg L™ para Cre

10 pg L' para Pb no meio de 4cido nitrico 2% v/v.

3.7.4 Otimizacao instrumental GF AAS

Apo6s verificar a necessidade do uso de modificador quimico, para otimizacao das
temperaturas de pirdlise e de atomizagdo, construiu-se curvas de temperatura de pirdlise e
temperatura de atomizagdo para os analitos para o método de referéncia (digestdo acida) e para
analise direta.

Durante a otimizagao da temperatura de pirdlise fixou-se a temperatura de atomizagao
em 2200 °C para determinacdo de Cr, em 2100°C para determina¢do de Pb e em 1000 °C (com
modificador quimico Pd) e 900 °C (sem modificador quimico), para Cd, sendo os sinais de
absorbancia em altura do pico e em area integrada coletados.

Para otimizacdo da temperatura de atomizagdo, foram fixadas as temperaturas de
pirdlise otimizadas anteriormente. Os incrementos de 100 °C foram usados para todas as

otimizagdes e a faixa estudada para todos os analitos ¢ mostrada da Tabela 7.



41

Tabela 7 - Otimizagdo instrumental da temperatura de pirdlise e da temperatura de
atomizacao para a determinag@o de Cd, Cr e Pb por GF AAS em mix de amostras digerida e
em mix de amostras diluida

Parametro Cadmio Cromo Chumbo
Temperatura de Pir6lise minima (°C) 300 900 300
Temperatura de Pirdlise méxima (°C) 800 1700 1100
Temperatura de Atomizagdo minima (°C) 900 1800 1200
Temperatura de Atomizagdo maxima (°C) 1600 2700 2200

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

3.8 ANALISE POR FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR REFLEXAO TOTAL

As medidas por Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF) foram feitas
utilizando o equipamento S2 PICOFOX™ (Bruker Nano GmbH, Karlsruhe, Alemanha),
equipado com um tubo de molibdénio. Os espectros foram obtidos através do software
SPECTRA 7.5.3 (Bruker, Karlsruhe, Alemanha) e os seguintes elementos foram monitorados:
Ca, Mn, Fe, Cu, Zn. As analises foram realizadas aleatoriamente em duplicata.

Para o preparo das amostras, os seguintes passos foram realizados: 180 pL de amostra
foram misturados com 20 pL do padrio interno (solugdo padrio de galio 10 mg L!) em suporte
especifico e levados a cAmara com lampada infravermelho até secura do solvente. As etapas

sdo mostradas na Figura 7.

Figura 7 - Etapas para analise por TXRF: (1) amostra misturada ao padrio interno, (2)
amostra sendo levada para secagem com lampada IV, (3) amostra ja seca e pronta para analise

| 2 3

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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3.9 FIGURAS DE MERITO

O desempenho analitico do método proposto para analise direta, bem como aquele usado
como referéncia, foi estudado avaliando-se os seguintes parametros: linearidade, seletividade,
sensibilidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), exatiddao e precisdo. Para a
avaliacdo de cada método, amostras testes foram analisadas em duplicata.

A linearidade das curvas analiticas foi estudada através da andlise de varidncia
(ANOVA), apos verificar a normalidade dos residuos e a homocedasticidade dos dados através
dos testes de Shapiro—Wilk e de Cochran, respectivamente. Para avaliar a seletividade, foram
aplicados os testes F' (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o teste ¢ (Student) nao
pareado com variancia agrupada para comparacao de médias entre as curvas externas (em meio
alcoolico para analise direta e em meio acido para o método de referéncia) e de adigdo de padrao
(AOAC, 2002).

Em GF AAS utiliza-se o conceito de massa caracteristica (mo), expressa em picogramas,
para verificar a sensibilidade analitica. Para calcular, ¢ realizada a multiplicacdo dos termos C,
concentragdo do padrdo, V, volume do padrao, e a constante 0,0044 dividido pela absorbancia

do padrao, termo A (BEATY & KERBER, 1993), conforme mostra a equagao 1.

Cx 'V x0,0044
my-————

(Equacdo 1)

A exatiddo foi avaliada por meio de testes de adi¢cdo/recuperagdo de analito, visto que
nao existe amostra de referéncia certificada para metais em tintura fitoterapica. A recuperacao
dos analitos foi obtida pela anélise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas dos
mesmos. (THOMPSON et al., 1999). Calcula-se a quantidade percentual recuperada usando a
Equacao 2, onde C; ¢ a concentracdo determinada na amostra adicionada, C, concentracdao

determinada na amostra nao adicionada e C3 concentracao adicionada.

Recuperacao(%)= (%) x 100 (Equagao 2)
3

As concentra¢des adicionadas foram de 1,0 e 2,0 pg L™ para o Cr; 0,3 € 0,6 pg L™ para
0Cde2,5e5,0ugL"! parao Pb.
A precisdao do método foi avaliada em termos de repetitividade, calculando-se os desvios

padrdes relativos (RSD) para um conjunto de 10 leituras consecutivas do mix de amostras. Para
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os célculos do LD e LQ (equagdes 2 e 3, respectivamente), foram feitas 10 leituras dos brancos
de digestao e da andlise direta. Com base nessas leituras os desvios padrdes (SD) obtidos foram
multiplicados por 3 e 10, respectivamente, ¢ dividido pelos coeficientes angulares (o) das curvas

analiticas correspondentes para cada um dos meios (AOAC, 2002).

3,3x SD
LDlnst=

(Equacao 3)

10 x SD ~
LQ, ~— (Equacgao 4)

(04
Para calcular os valores de LD e LQ de cada método, multiplicou-se os valores dos
limites instrumentais pelos fatores de diluicao das amostras, ou seja, considerou-se as etapas de
preparo de amostra, que levam a uma dilui¢do dos analitos na solugao de leitura.

LDpjet 0U LQpor = LDppst 0U LQ s X fator de diluigdo  (Equagao 5)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS - pH e DENSIDADE APARENTE

As Tabelas 8, 9 ¢ 10 mostram os valores de pH e densidade das tinturas doadas, das
tinturas preparadas a partir de plantas medicinais e das tinturas comerciais, respectivamente. A
partir da analise destas tabelas, constata-se que os valores de pH variam entre 4,67 ¢ 5,91;
classificando as tinturas como fracamente acidas. A densidade variou de 0,80 a 0,95 g/cm?.

Os valores encontrados mostraram-se de acordo com os de Alvarenga et al. (2009), que
avaliaram tinturas comerciais de Guaco, encontrando os valores de pH entre 5,77 e 6,34. Este
resultado representa um dado importante por ser um fator de influéncia na estabilidade de
formulagdes a base de planta (MACIEL et al., 2006). A faixa de pH encontrada pode ser
influenciada pela acidez do etanol usado, que foi de 5,57, ¢ também pelos acidos organicos
presentes nas plantas. As amostras preparadas obtiveram valores um pouco diferentes daqueles
obtidos nas amostras comerciais, provavelmente devido a presenga de outros reagentes
quimicos, tais como estabilizantes.

A densidade do etanol a 96% (v/v) varia de 0,803 a 0,808 g/cm?; como a preparacao da
tintura utiliza-se alcool na graduacao 70%, a maior porcentagem de agua (densidade 0,997
g/cm? a 25°C) acarreta o aumento no valor da densidade, sendo assim a faixa encontrada se
mostra coerente. Os valores obtidos estdo de acordo também com dados da literatura, como em
Alvarenga et al. (2009) que encontrou um valor médio de 0,92 g/cm? para amostras comercias
de tinturas de guaco e Nunes et al. (2009) que determinou a densidade de 0,89 g/cm? em tinturas

de Caléndula.

Tabela 8 - Valor de pH e densidade para as amostras de tinturas fitoterapicas doadas pela FF-

UFJF
Codigo pH Densidade (g/cm?)
AR-1 4,71 0,87
C-1 5,75 0,85
MC-1 4,96 0,86
T-1 5,08 0,86
Z-1 5,58 0,82

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).



Tabela 9 - Valor de pH e densidade para as amostras de tinturas fitoterapicas preparadas a

partir de plantas medicinais

Codigo pH Densidade (g/cm?)

1-A 5,33+0,12 0,86+ 0,01
1-CS 5,19+0,16 0,85+ 0,01
2-CS 5,27+0,01 0,86+ 0,01
1-ES 5,66 £ 0,04 0,87+ 0,02
2-ES 5,66 + 0,39 0,86+ 0,01

1-G 5,87 +0,12 0,86+ 0,01
2-G 5,91+ 0,00 0,85+ 0,01
BR* 5,57 +0,33 0,87+ 0,02

* Branco do método

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Tabela 10 - Valor de pH e densidade para as amostras de tinturas fitoterapicas comerciais

Codigo

pH Densidade (g/cm?)

A-1
A-2

A-3
A-4
CS-1
CS-2
CS-3
CS-4
ES-1
ES-2
ES-3
ES-4
ES-5
G-1
G-2
G-3

5,01
5,00

5,30
5,15
4,67
5,03
5,19
5,64
5,51
4,82
5,22
5,75
5,31
5,34
5,00
5,26

0,90
0,85

0,94
0,95
0,88
0,88
0,86
0,85
0,89
0,84
0,90
0,86
0,88
0,87
0,93
0,80

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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4.2 ANALISE DAS PLANTAS MEDICINAIS E DAS TINTURAS FITOTERAPICAS PELO
METODO DE REFERENCIA

O processo de digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas das amostras foi
empregado como método de referéncia para o método analitico proposto, que € a analise direta
das amostras. A digestdo de amostras ¢ amplamente usada, pois é capaz de corrigir efeitos
indesejaveis sobre desempenho instrumental de técnicas espectrométricas baseadas na absor¢ao
ou emissao atdmica. A digestdo converte compostos organicos a CO>, HoO e 6xidos de
nitrogénio disponibilizando os elementos na forma inorgéanica para determinagdo (KRUG &
ROCHA, 2016).

Elementos tracos sao usualmente dificeis de detectar devido a baixa concentracdo e
também ao fator de diluicao elevado dos processos de preparo de amostra, que deixam os teores
dos analitos abaixo do limite de deteccdo até mesmo de técnicas como a GF AAS. Com o
método de digestao acida proposto, foi possivel diminuir a diluigao final para apenas 10 vezes,
pois com a evaporagao do etanol ocorre uma pré-concentracao da amostra e a possibilidade do
uso de uma maior massa de amostra a ser digerida, pois sem a presenga do etanol ndo foi mais
observada a proje¢do da amostra na etapa de pré-digestao.

Para as plantas medicinais ndo ocorreu nenhum contratempo, e foi viavel apenas seguir
o programa de aquecimento sugerido pelo fabricante do equipamento, com a digestao completa
com uso apenas de 4cido nitrico concentrado. A solugdo digerida ficou limpida tanto para as
amostras de plantas quanto para amostras de tintura fitoterapica indicando que a digestao foi
completa em ambas as matrizes. Sendo entdo a digestdo completa, sabe-se que ha apenas um
meio acido resultante, com isso a otimizagao instrumental do GF AAS foi realizada com mix

de amostras de plantas digeridas misturado ao mix de tinturas fitoterapicas digeridas.

4.2.1 Modificador Quimico

Em analises por GF AAS, o modificador quimico convencional ¢ introduzido no
atomizador junto da amostra para diminuir o efeito de matriz através de reacdo quimica. Sua
funcdo normalmente ¢ estabilizar termicamente o analito ou tornar a matriz mais volatil
(VOLYNSKII, 2003). Para o estudo do uso de modificador quimico para determinacdo de
cromo, os dados s3o mostrados na Figura 8, sendo escolhido trabalhar sem o uso de

modificador. A condi¢do ndo teve o maior sinal analitico, mas obteve um perfil do sinal de

absorbancia mais satisfatério, como mostra na Figura 9 a comparagdao com o uso de Pd como
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modificador quimico. Pode-se notar que o pico correspondente ao sinal de absorbancia ¢
também menos ruidoso e mais simétrico, o que corrobora com a escolha de trabalhar sem

modificador quimico.

Figura 8 - Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Cr para
o digerido (solug@o mistura composta de mix de amostras de plantas digerido e mix de
amostras de tinturas fitoterapicas digerido) e padrdo acido 5 pg L™

14 - [ Modificador

] I Padriio

Absorbancia (area integrada)

Modificador Quimico

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Figura 9 - Perfil dos sinais de absorbancia de Cr para o digerido (solugdo mistura composta
de mix de amostras de plantas digerido e mix de amostras de tinturas fitoterapicas digerido)
com uso de Pd como modificador quimico (A) e sem modificador quimico (B)
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

O cromo geralmente ndo requer modificador quimico, mesmo usando de altas

temperaturas de pirdlise, pois ndo ha indicios de formagao de compostos volateis. Além disso,
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dispensar o uso de modificador quimico diminui uma etapa no processo analitico, deixando o
método mais simples e exigindo menos manuseio das amostras, o que evita o risco de
contaminagao; estratégia essa adotada por Paula et al. (2013), ao trabalharem com formulagdes
farmacéuticas propondo um método de extragao em ultrassom.

Para determinagdo de caddmio, os dados sdo mostrados na Figura 10. Quando avaliado
somente o modificador quimico (sem presenca de amostra ou padrao analitico), o sinal analitico
produzido ¢ maior do que aqueles encontrados para a amostra digerida e para o padrao acido.
A situag¢ao ocorre com o uso de todos os modificadores quimicos estudados, isso poderia
acarretar alto sinal de fundo nas analises das amostras.

Entdo, foi escolhido prosseguir nas otimizagdes das temperaturas de pirolise e
atomizacao sem o uso de modificador quimico, que foi também a condi¢ao que apresentou

desvio padrao menor comparado aos que foram obtidos com uso de modificador quimico.

Figura 10 - Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Cd para o
digerido (solugdo mistura composta de mix de amostras de plantas digerido e mix de amostras
de tinturas fitoterapicas digerido) e padrio 4cido 1,5 pg L™!
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Na verificacao dos sinais obtidos para Pb (Figura 11) mostrou-se necessario a avaliagao
de outros modificadores quimicos, pois para Mg e Pd, bem como a combinacao destes, ndo foi
possivel obter um perfil adequado de sinal analitico. Utilizando-se entdo dihidrogenofosfato de

amoénio combinado a Mg foi possivel obter um sinal de absorbancia com pico simétrico e
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estreito, adequado para as demais otimizagdes instrumentais e para obtencdo das figuras de
méritos que foram realizadas posteriormente. A combinac¢ao dos modificadores ¢ comum para

analitos volateis como Pb, e ¢ usado em amostras complexas, como sangue (RODOLFO et al.,

2005).

Figura 11 - Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Pb para o
digerido (solugdo mistura composta de mix de amostras de plantas digerido e mix de amostras
de tinturas fitoterapicas digerido) e para padrio 4cido 10 ug L™!
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

4.2.2 Curvas de Temperatura de pirdlise e Temperatura de atomizacio

Apbs a verificacdo se haveria necessidade do uso de modificador quimico, foram
construidas curvas para determinar a temperatura de pirdlise e a temperatura de atomizagao
mais adequadas para padrao analitico em meio acido e para mistura do mix de amostras de
plantas digerido e mix de amostras de tinturas fitoterapicas digerido.

No programa de aquecimento do GF AAS, a pirdlise € a segunda etapa do processo,
nesse momento ocorre a eliminagdo dos componentes majoritarios da matriz, utilizando a maior
temperatura possivel sem perdas do analito. Nessa etapa a matéria organica presente na matriz

da amostra ¢ calcinada ou convertida em H>O e CO;. De modo geral, para determinar a melhor
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temperatura de pirdlise observa-se no grafico onde ha queda do sinal analitico e se escolhe a
temperatura anterior a queda (BEATY & KERBER, 1993).

Assim, a escolha da maior temperatura de pirdlise possivel € adequada para que ocorra
uma degradagdo mais eficiente da matéria organica presente. As curvas sao mostradas na
Figura 12, onde vé-se que a queda no sinal de absorbancia ocorre na mesma temperatura,
independente da presenca da amostra, para os trés analitos. Entdo, foram selecionadas as
temperaturas de pirdlise de 500 °C para Cd, 1500 °C para Cr e 800 °C para Pb.

Apos a pirolise, a temperatura € aumentada rapidamente para que ocorra a atomizagao
do analito. Ocorre a interrup¢ao do fluxo de gas inerte para evitar a dispersdo da nuvem atdmica,
maximizando a sensibilidade. A escolha de uma temperatura mais amena com um bom sinal
analitico favorece a durabilidade do forno de grafite, permitindo mais queimas e reduzindo o
custo do método. Para a temperatura de atomizagdo 6tima a escolha foi baseada nao somente
no valor do sinal analitico, mas principalmente no perfil do pico de atomizagdo. Com isso, as
temperaturas de atomizagdo de 1500 °C para Cd, 2500 °C para o Cr e 2000 °C para Pb foram
selecionadas. As curvas podem ser observadas na Figura 13.

As curvas de otimizagdo para temperatura de pirdlise e atomizagdo possuiram
comportamento parecidos. Nas trés otimizagdes obteve-se perfis de absorbancia adequados
tanto para o padrdo em meio acido nitrico 2% v/v quanto para o mix de digeridos, como
apresentado na Figura 14. A semelhanca entre padrao e amostra indica que a calibragdo externa

¢ adequada para o método.



51

Figura 12 - Curvas de temperatura de pir6lise para Cd (A), Cr (B) e Pb (C) para o digerido

(solugao mistura composta de mix de amostras de plantas digerido e mix de amostras de

tinturas fitoterapicas digerido) e para padrio 4cido (2% v/v) nas concentragdes de 1,5 ug L!

para Cd, 5 ug L' para Cr e 10 pg L! para Pb modificador quimico (NH4)H2PO4/Mg). A
temperatura de atomizagao foi de 900 °C para Cd, 2500 °C para Cr e 2100 °C para Pb.
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Figura 13 - Curvas de temperatura de atomizagao para Cd (A), Cr (B) e Pb (C).
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para o digerido (solugdao mistura composta de mix de amostras de plantas digerido e mix de
amostras de tinturas fitoterapicas digerido) e para padrdo em meio acido nitrico (2% v/v) nas

concentragdes de 1,5 ug L para Cd, 5 pg L™ para Cr e 10 pg L™ para Pb. Temperaturas de
pirdlise otimizadas, 500 °C para Cd, 1500 °C para Cr e 800 °C para Pb (modificador quimico
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Figura 14 - Perfil dos sinais de absorbancia para o digerido (solu¢do mistura composta de mix
de amostras de plantas digerido e mix de amostras de tinturas fitoterapicas digerido) para Cd
(A), Cr (C) e Pb (E) e padrio 4cido 1,5 pg L' de Cd (B), padrio 4cido 5 pg L' de Cr (D) e
padrio 4cido 10 pg L' de Pb (F) nas condi¢des instrumentais otimizadas.
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

O programa de aquecimento do GF AAS possui, anterior a pirolise, a secagem, onde

ocorre a eliminagdo dos solventes e posterior a atomizagdo, a limpeza. O resumo das

condi¢des otimizadas das temperaturas de pirdlise e atomizagao para Cd, Cr e Pb sdo

mostradas na Tabela 11.

Tabela 11 - Programa de aquecimento do GF AAS para a determinacdo de Cr, Cd e Pb em

tintura fitoterdpica e em plantas medicinais ap6s digestdo acida

Temperatura (°C) Tempo (s) Rampa (°Cs?') Vazio do Ar (L min™)
100 30 10 0,2
500 1500 900° 20 150 0,2
15007 2500° 2000¢ 3 0 0
2500 3 0 0,2

@ determinagdo de Cd determinagio de Cr ¢ determinagdo de Pb

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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4.2.3 Figuras de mérito

Escolhidas as condi¢des 6timas dos programas de aquecimento do GF AAS, foram
obtidas algumas figuras de mérito para determinagdo de Cd, Cr e Pb nas amostras mix de plantas
medicinais e nas amostras mix de tinturas fitoterapicas apos digestdo assistida por radiagdo
micro-ondas.

A seletividade foi avaliada para ambos tipos de amostras ¢ a comparagdo das curvas
visando a verificacao de efeito de matriz para anélise das plantas e para tinturas sao mostradas

na Figura 15 para Cd, na Figura 16 para Cr e na Figura 17 para o Pb.

Figura 15 - Estudo do efeito de matriz para determinacdo de Cd em plantas (A) e em tintura
fitoterapica (B) apods digestio assistida por radiagdo micro-ondas
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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Figura 16. Estudo do efeito de matriz para determinagdo de Cr em plantas (A) e em tintura
fitoterapica (B) ap6s digestao assistida por radiagdo micro-ondas

0.4 O Adigdo de padrio
®  Curva exlerna
~T
03 o //
3 ¥
& =
w A 8
S 024 o il
€ -1
2 —
8 e .
< o =¥
B P A)
,//
Pl
P
[ ]
00 : . i . 7 . . . .
0 2 4 6 8
Concentragiio (ug LY
0.7 0 Adigo de padrio
® (urva exierna
0.6
. 0,54
=
= 04
]
=]
B
< 034
2
z
024
0,14
00 T T T T T

Concentragio (pg LY

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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Figura 17. Estudo do efeito de matriz para determinacdo de Pb em plantas (A) e em tintura
fitoterapica (B) ap6s digestao assistida por radiagdo micro-ondas
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Na Tabela 12, sdo mostradas as equagdes das curvas analiticas obtidas para adi¢ao de
padrdo, contendo a matriz digerida e calibracdo externa, em meio acido junto aos respectivos
coeficientes de determina¢ao. Comparando os valores de concentracao obtidos através da curva
externa e da curva de adicao de padrdo, encontra-se Zcaic < #ab, definindo que a matriz nao afeta
significativamente a determinacao de Cd, Cr e Pb nas plantas, nem nas tinturas fitoterapicas.
Com isso, as curvas externas podem ser usadas para a calibragdo analitica nas determinacdes
de Cd, Cr e Pb, seja nas amostras de plantas como nas de tinturas fitoterapicas, apos digestao

acida assistida por radiagdo micro-ondas.
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Tabela 12 - Comparagdes das concentracdes de Cd, Cr e Pb no mix de amostras de plantas digerido e no mix de amostras de tinturas fitoterapicas
digerido obtidas por calibrag¢do externa e por adicao de padrdo

Analito Faixa de Calibragdo Matriz  Curva Analitica Equacio R2  Concentragdo (ug Kg') Feae'  teale
Curva Externa  y=0,0579x + 0,0284 0,9929 (1,301+0,128)
Plantas 1,27 3,842
Adicdo de padrao y=0,0547x +0,0982 0,9873 (1,727+0,144)
Cd 0a25pugL!
Curva Externa  y =0,0605x + 0,0046 0,9913 (0,699+ 0,07)
Tintura ) 2,92 2,464
Adicdo de padrao y=0,0635x +0,0518 0,9874 (0,809+ 0,04)
Curva Externa  y =0,0241x + 0,0349 0,9943 (4,781£0,148)
Plantas 2,03 0,718
Adicao de padrao y=0,0258x +0,1252 0,9827 (4,856+0,104)
Cr 0a8pugL'!
Curva Externa  y =0,0499x + 0,0588 0,9982 (3,803+0,145)
Tintura 1,06 4,142
Adicao de padrao y=0,0562x +0,2289 0,9791 (4,286+0,104)
Curva Externa  y =0,0044x + 0,0009 0,9961 (4,640+ 2,26)
Plantas 3,54 3,076
Adicdo de padrao y=0,005x +0,0243  0,9976 (4,865 +0,12)
Pb 0a30pugL’!
Curva Externa  y=0,0042x + 0,0007 00,9908 (5,972+ 0,43)
Tintura 2,14 2914
Adicdo de padrao  y=0,005x + 0,0241  0,9961 (5,095 £0,30)

*Frab= 19 **t,= 4,303
Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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Em relagdo dados estatisticos das curvas externas, os resultados obtidos pela analise de
variancia sao mostrados na Tabela 13. Como Fipj-calc < Ffaj-tab, pode-se afirmar que que ndo ha
falta de ajuste do modelo; enquanto 0 Freg-calc >10X Freg-tab mostra a alta significancia do modelo.
Aceita-se que os valores estao distribuidos de acordo com uma distribui¢do normal, de acordo
com Wealc >Wiap € 0 valor de Cealc< Crab, mostra que as variancias sao homogéneas conforme o

aumento da concentragdo. As curvas analiticas foram feitas em duplicatas auténticas.

Tabela 13 - Analise da regressao linear do modelo de calibragdo externa utilizada para
determinagdo de Cd, Cr e Pb por GF AAS em plantas e tinturas fitoterapicas apos digestao
assistida por radiacdo micro-ondas

Teste Tabelado Cadmio  Cromo Chumbo
Shapiro-Wilk 0,859 0,975 0,937 0,965
Cochran 0,7808 0,3655 0,4580 0,4862
Falta de Ajuste 4,53 0,38 3,06 0,87
Regressao 1,04 526 5752 1069

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

As figuras de mérito obtidas para os métodos estabelecidos sdo mostradas na Tabela 14.
Os valores obtidos para a precisdo e exatiddao, de acordo com a faixa de aceitabilidade para
concentragdes no nivel de 10 ppb, que € RSD de 21% e recuperagdo média entre 60 e 115%
(AOAC, 2012). Enquanto a exatiddo mede a concordéancia entre um resultado e o valor aceito,
a precisao descreve a concordancia entre os varios resultados obtidos da mesma forma (SKOOG
etal.,2007).

Os valores de LD e LQ instrumentais estdo concordantes com a literatura, estando abaixo
de 0,30 e 1,0 pg L encontrados por Paula e al. (2013) e 11,80 e 17,60 ug L™ por Garcia et al.
(1999), para determinagdes de Cr por GF AAS. Os valores reportados de LDmet por Kalny et al.
(2007) foi 50 pg Kg™! (em amostras de ervas polonesas e suas infusdes) € LDinst para Lobo et
al. (2011) foi de 0,1 pg L' (em amostras de biodiesel).

Para o método de referéncia, os valores quanto ao LD variaram de 0,06 a 1,61 pg kg™ e os
valores de LQ variaram de 0,20 a 5,35 ug kg'!, como limites adequados para anélise de amostras
com baixa concentracdo de contaminantes inorganicas, como os produtos a base de plantas

medicinais.
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Tabela 14 - Figuras de mérito obtidas para determinagdo de Cd, Cr e Pb por GF AAS em
plantas medicinais e tinturas fitoterdpicas apos digestdo assistida por radiacdo micro-ondas

Plantas Tinturas
Cd Cr Pb Cd Cr Pb
Precisdo (%) 248 198 2,80 3,16 1,69 4,70

Recuperacao nivel inferior (%0) 84 99 117 99 96 107
Recuperagao nivel superior (Y0) 106 86 110 120 101 115
LD instrumental (g L) 0,05 0,04 0,08 0,01 0,03 0,16
LQ instumentat (g L) 0,19 0,13 028 0,02 0,10 0,53
LD metodo (g Kgh) 6,82 4,61 686 0,06 028 1,61
LQ método (ng Kg™) 22,75 1541 2286 0,20 0,93 535
mo (pg) 096 1,42 20,60 096 1,42 20,60

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

4.3 ANALISE DIRETA DAS TINTURAS FITOTERAPICAS

4.3.1 Testes preliminares

Testando a introdugdo das amostras diretamente no tubo de grafite, verificou-se
interferéncias fisicas durante o programa de aquecimento, que levaram a resultados com baixa
repetibilidade. Ocorria a formacao de uma pelicula na entrada no tubo de grafite, e a maior parte
da amostra ndo era injetada. Considerando-se essa evidéncia e o teor alcodlico elevado das
amostras (70% v/v), optou-se pelo emprego das amostras diluidas em meio aquoso. Foram
testados dois meios diluentes, Triton X-100 0,1% v/v acidificada com HNO3 0,2% v/v e HNO3
2% vlv.

Como mostrado na Figura 18, a solu¢do com presenga Triton X-100 apresentou-se em
fase tnica, sendo também mais estavel. O uso apenas de 4cido nitrico separava-se em duas fases
apods repouso. De fato, a presenca do surfactante Tritox X-100 aumenta a homogeneidade da
solugdo por meio de emulsificacdo de pequenas particulas, sendo capaz de conservar e
estabilizar amostras permitindo o armazenamento por periodos maiores de tempo tornando-as

adequada para aplicacao do método proposto (BEZERRA & FERREIRA, 2006).
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Figura 18 -Solugdes para diluicdo das tinturas fitoterapicas (A) Triton X-100 0,1%
v/v e HNOj3 0,2% v/v e (B) acido nitrico 2% v/v

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Ap6s escolha do diluente, foram testadas 5 diferentes diluigdes, como mostra a Figura
19. Na diluig@o 1:10 v/v os sinais de absorbancia obtidos apresentaram um perfil adequado,
sendo mais estreitos do que aqueles das amostras ndo diluidas. As interferéncias fisicas
apresentadas antes da diluicdo também foram corrigidas, facilitando a injecdo manual da

amostra no tubo de grafite.

Figura 19 - Efeito da dilui¢do das tinturas fitoterapicas no sinal de absorbancia para
analise direta para determinag@o de cromo por GF AAS
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Além da melhora no perfil do sinal de absorbancia, com uso da dilui¢do 1:10 v/v ndo

foi observada a formagao de residuos carbonaceos no tubo de grafite, o que aumenta o tempo
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de vida util do tubo e minimiza efeitos de memoria. A dilui¢do da amostra em um solvente
apropriado foi baseada nos resultados de outros trabalhos, nos quais amostras de saliva puderam
ser analisadas apos a obtencao de uma suspensao de amostra. A diluicdo de amostras ¢ um
recurso utilizado em diversas amostras liquidas permitindo a calibragao externa para quantificar
metais como Cd, Cr e Pb por andlise direta, sendo o suficiente para minimizar possiveis efeitos
da matriz (OLMEDO et al., 2010).

Com a escolha adequada do diluente e da diluigdo das amostras, alguns parametros do
GF AAS foram avaliados. Para secagem, primeira etapa do programa de aquecimento,
geralmente se usa como referéncia a temperatura de ebulicdo do solvente. Como o solvente nas
tinturas ¢ uma mistura hidroalcodlica, foram escolhidas as temperaturas de ebuli¢ao de 100°C
para agua e 70°C para o etanol. Contudo, foi observado um aumento de sinal analitico 10 vezes
maior na determinagdo de Cr para a condi¢dao de 90/130°C. Com a elevagao de temperatura de
forma gradual, ha menos riscos de perda de amostra. As temperaturas mais altas que as
temperaturas de ebulicdo dos solventes podem estar relacionadas a presenga de HNOs, que, por
exemplo, forma um azedtropo com a agua, com temperatura de ebuli¢do de aproximadamente
120°C.

O ultimo teste preliminar avaliado usando o Cr como analito teste foi o tempo de
pirolise. Em analise direta, por ndo haver preparo de amostra, o aumento do tempo de pirdlise
pode ser interessante, pois ha uma maior quantidade de matriz para ser eliminada. O tempo de
20s sugerido pelo manual do equipamento foi mantido. No tempo de 30s, € possivel que haja

perda de analito por volatilizagdo, pois houve queda do sinal de absorbancia.

4.3.2 Modificador quimico

Assim como no método de referéncia, a utilizacdo de modificador quimico para
determinagdo de cromo pode ser dispensada. Esse resultado corrobora com outros trabalhos,
em que outras amostras complexas, como microemulsdes de gasolina e refrigerantes puderam
ser analisadas sem o uso do modificador quimico para as determinagdes de Cr (CUNHA et al.,
2012; FRANCISCO et al., 2015). Além disso, o cromo ndo € volatil, formando carbetos estaveis
até 1200 °C com o carbono, proveniente do forno de grafite (THOMAIDIS & PIPERAKI,
2000). Logo, mesmo o uso de modificadores sendo uma das condi¢cdes STPF, considerou-se

viavel a sua ndo utilizagdo com base nas evidéncias experimentais obtidas para as amostras
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estudadas, como ¢ mostrado na Figura 20, onde o uso apenas de modificador quimico,

principalmente para o Pd, gera um alto sinal analitico.

Figura 20 - Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Cr para
tinturas fitoterapicas diluidas em solucdo de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com HNO3
0,2% v/v e para padrio alcodlico de 5 ug L'!
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Ja para a determinagdo de cadmio sobressairam-se duas condigdes, sem o uso de
modificador e o uso do Pd como modificador. Avaliou-se entdo as duas condi¢des de trabalho,
sem modificador quimico com absorbancia medida em altura de sinal de absorbancia e o uso
do modificador quimico Pd com absorbancia medida em area integrada.

A darea integrada ¢ recomendada pois pode eliminar possiveis erros na medida causados
por efeitos cinéticos durante a atomizag¢do. Quando em situagdes que a atomizagdo € rapida e
os picos dos sinais de absorbancia formado sdo estreitos e simétricos, trabalhar em altura resulta
em um ganho de sensibilidade, o qual foi significativo neste caso. O grafico com os dados de
absorbancia em altura do pico € mostrado na Figura 21. No que tange a determinacao de Cd, o
uso do sinal em altura do sinal vem sendo reportado na literatura desde a década 70, para anélise
direta de urina e em trabalhos recentes, para a analise direta de vinagre (GARDINER et al.,

1979; JUNIOR et al., 2014).
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Figura 21 - Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Cd para
tinturas fitoterapicas diluidas em solucao de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com HNO3
0,2% v/v e para padrio alcoolico de 1,5 ug L™!
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Para o estudo de modificador quimico na determina¢do de Pb (Figura 22), foi
selecionado o uso apenas de dihidrogefosfato de amdnio. Embora os sinais de absorbancia
obtidos para os cincos modificadores estudados sejam semelhantes, o sinal de absorbancia para
NH4H2POj4 apresentou perfil mais promissor. A ag¢do desse modificador se da pela formagao de
fosfatos nao volateis insoluveis. Durante a pirdlise, apds o aumento adicional da temperatura,
os ortofosfatos inicialmente formados sdo convertidos em pirofosfatos termicamente mais
estaveis. Devido a isso, a temperatura de pirdlise pode ser aumentada significativamente e a
matriz da amostra pode ser removida (VOLYNSKII, 2003).

O uso da classe de modificador quimico fosfatos de amoénio ¢ muito comum na
determinag¢do de Pb por GF AAS; estando presente na andlise de diferentes amostras, como
medicamentos fitoterapicos (GOMEZ et al., 2007); solo, sedimentos, d4gua do mar (ACAR,
2005) e vinagre (NDUNG’U et al., 2007).
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Figura 22 - Efeito do uso de modificador quimico nos sinais de absorbancia de Pb em tinturas
fitoterapicas diluidas em solucao de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com HNO3 0,2% v/v e
para padrdo em meio alcodlico 10 ug L™!
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Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

4.3.3 Curvas de Temperatura de pirolise e Temperatura de atomizacao

Para cromo, a temperatura de pir6lise foi de 1500 °C e a temperatura de atomizacgao
selecionada foi de 2200 °C. Para o cadmio, as temperaturas selecionadas para pirdlise foram de
400 °C, e foi escolhido trabalhar sem modificador quimico, com temperatura de atomizagao em
1400 °C e medindo a absorbancia em altura do pico do sinal de absorbancia. Para o Pb, 700 °C
foi definida como a melhor temperatura de pirdlise e 1800 °C como a melhor temperatura de
atomizagao.

Os perfis dos sinais de absorbancia do Cr ficaram com picos mais estreitos e simétricos
sem o uso de modificador quimico em relagdo ao uso de paladio, indicando uma atomizacao
mais rapida. A queda do sinal ocorre de forma abrupta nas curvas de otimizagao da temperatura
de pirolise de todos os analitos, facilitando a escolha da temperatura ideal. O Cr por ser um
elemento refratario permite valores mais elevados de pirolise, enquanto o Cd e Pb, considerado
volateis necessita de temperaturas mais amenas. Na Figura 23 sdo mostrados os perfis das

curvas de pirdlise para a analise direta das amostras na determinagdo de Cd, Cr e Pb.



Figura 23 - Curvas de temperatura de pir6lise para Cd (A), Cr (B) e Pb (C) para mix de
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tintura fitoterapica diluida em solucao de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com HNO3 0,2%
v/v e padrio em meio alcodlico nas concentracdes de 1,5 pg L™ para Cd, 5 ug L' para Cre 10
ng L para Pb. A temperatura de atomizacio foi de 900 °C para Cd, 2500 °C para Cr e 2100

°C para Pb (modificador quimico (NH4)H2PO4)
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De um modo geral, os gréaficos referentes as curvas de temperatura de atomizacdo
mostrados na Figura 24 mostram que os analitos tiveram comportamento semelhante para a
amostra e para os padroes alcodlicos, o que possibilita uma condi¢do de compromisso para que
seja possivel o uso da curva alcodlica para fins de calibragao.

O "sinal do pico ideal" dos métodos GF AAS deve ser considerado para definir se as
condi¢des instrumentais foram escolhidas adequadamente. Uma maior area integrada garante
maior sensibilidade; enquanto um pico estreito ¢ resultante de um processo de atomizagao
rapida (WELZ & SPERLING, 1999). Nesse contexto, as temperaturas otimizadas se mostraram
adequadas, o que se pode observar com os perfis dos sinais de absorbancia mostrados na Figura

25.

Figura 24 - Perfil dos sinais de absorbancia para o mix de tinturas fitoterapicas diluida em
solucdo de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com HNO3 0,2% v/v para Cd (A), Cr (C) e Pb
(E) e padrio em meio alcodlico nas concentragdes de 1,5 pg L para Cd, 5 pg L' para Cre 10
ug L' para Pb (F) nas condig¢des instrumentais otimizadas
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Figura 25. Curvas de temperatura de atomizagdo para Cd (A), Cr (B) e Pb (C) para mix de
tintura fitoterapica diluida em solucao de Triton X-100 0,1% v/v acidificada com HNO3 0,2%
v/v e padrdo em meio alcodlico nas concentracdes de 1,5 pg L™ para Cd, 5 ug L' para Cre 10

ng L para Pb. A temperatura de pirolise foi de 400 °C para Cd, 1500 °C para Cr e 700 °C
para Pb (modificador quimico (NH4)H2PO4)
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A temperatura de atomizagdo deve ser suficientemente alta para gerar a nuvem atomica
no menor tempo possivel, mas ndo deve ser exageradamente elevada para ndo deteriorar
prematuramente os tubos e os contatos de grafite (BEATY & KERBER, 1993). Os perfis das
curvas para otimizagdo da temperatura de atomizagdo possuem um comportamento menos
padronizado do que aqueles encontrados na otimizagdo da temperatura de pirdlise. O programa
de aquecimento do GF AAS para os analitos Cd, Cr e Pb para a andlise direta bem como para
o método de referéncia sdo mostrados na Tabela 15.

A temperatura de atomizagdo deveria ser a menor temperatura em que a sensibilidade ¢
maxima. Contudo, observou-se uma oscilagdo dos sinais de absorbancia, os quais foram
atribuidos principalmente a efeitos cinéticos (ja que dependem principalmente da temperatura).
Esses efeitos cinéticos que ocorrem durante a atomizagdo, € que causam mudancas na forma e
na altura do pico. Em alguns casos, tais efeitos aumentaram o sinal analitico consideravelmente,

mas torna o sinal de absorbancia obtido inadequado para validagcdo do método.

Tabela 15 - Programa de aquecimento do GF AAS para a determinagdo de Cd, Cr e Pb em
tintura fitoterdpica por analise direta
Temperatura (°C) Tempo (s) Rampa (°Cs!) Vazio do Ar (L min™!)

90 20 10 0,2

130 15 3 0,2

400 1500° 700° 20 150 0,2
1400* 2200° 1800° 3 0 0

2500 3 0 0,2

@ determinagdo de Cd ® determinacdo de Cr ¢ determinacdo de Pb

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

4.3.4 Figuras de mérito

A faixa linear de trabalho foide 0,22 2,5 ugL'paraoCd, 1 a10 ug L' paraoCreSa
30 pg L' para o Pb. As curvas analiticas foram feitas em duplicatas auténticas. Comparando-
se as concentragdes dos analitos obtidas pela calibracio externa e por adi¢cdo de padrao avaliou-
se a seletividade das andlises por determinacdo direta, utilizando-se do mix de amostras de
tinturas de fitoterapicas. A comparacao das curvas para os trés analitos sdo mostradas na Figura
26. Obtendo-se as duas curvas de calibragdo, foram aplicados os testes F (Snedecor) de
homogeneidade de variancias e o teste ¢ (Student) de comparagao de médias, adotando-se para

ambos um nivel de confianca de 95%.
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Figura 26 - Estudo do efeito de matriz para determinacdo de Cd (A), Cr (B) e Pb (C)

por analise direta empregando GF AAS

in A) o

O Adigéo de padrio
> 0.8+ ® Curva Externa
1 9

Absorbancia (u.a.)
o

B
1

A\\

3

o
o
I

0 Adigio de padriio -
® (Curva externa /
~0
0.3 B) -
:‘: e
E '/ L]
% 0,2 4 / //
’—E (@] /'/
2 D/ o
- //
0,14 P
/‘//
L]
00 T T T T g T T T T T
0 4 6 8 10
Concentragio (pg LY
0.20
0] .
-
0,16 o
0 Adigio de padrio -
® Curva externa -

L]
= 0,124 & /
&

-3
2 "
S 0,08 u,/ S
2 e
=)
2 ’/t
0,04 A
m//
000 e
T —T T T T T T
0

5 10 15 20 25 30
Concentragiio (ug LY

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Na Tabela 16 sao mostrados os valores obtidos para os testes estatisticos. Como de fcaic

< tab, pode-se concluir que a matriz nao afeta significativamente a determinagdo de Cd, Cr e
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Pb. Com isso a curva externa pode ser usada como meio de calibracdo para determinagao de
Cd, Cr e Pb por analise direta, sendo construidas em meio alcoolico de 7% v/v.

Quando os padroes externos sao usados, considera-se que quando a mesma
concentracdo do analito estiver presente na amostra e no padrdo, a mesma resposta sera obtida.
Assim, a relagdo funcional da calibracdo entre a resposta e a concentraciao do analito também
deve-se aplicar a amostra (SKOOG et al., 2006). A calibracdo externa torna o método muito

menos trabalhoso aumentando a frequéncia analitica.

Tabela 16. Comparacdes das concentragdes de Cd, Cr e Pb em tinturas fitoterapicas por
andlise direta em GF AAS obtidas por calibracdo externa e por adi¢do de padrdo

Analito Equagdo R2 Concentracdo (ug Kg') Fealer  tealcr
CE' y=0,3349x +0,0678 0,9947 0,20+ 0,03

Cd 3,23 0,092
AP? y=0,4101x+0,1106 00,9922 0,20+0,05
CE' y=0,0358x+0,023  0,9909 0,77+ 0,08

Cr 7,70 3,263
AP?  y=0,0444x +0,0463 0,995 0,94+ 0,03
CE' y=0,0024x +0,0064 0,9915 7,29+ 0,53

Pb 1,83 0,674
AP? y=0,0028x +0,0206 0,9979 7,57+ 0,72

! Curva Externa
2 Adigao de Padrio
*Frab= 19
**tan= 4,303
Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

A linearidade foi verificada através da analise de variancia (ANOVA) das curvas
analiticas. Avaliando os dados da curva externa de calibragdo, os resultados para analise direta
sdo mostrados na Tabela 17.

Pode-se afirmar que os valores seguem uma distribui¢do normal, pois temos Wealc >
Wiab. As variancias sao homogéneas conforme o aumento da concentragdo, uma vez que o valor
de Ccalc < Crab. Como esses pressupostos estatisticos foram atendidos, foi possivel verificar se
ha falta de ajuste e qual € a significancia do modelo. A 95% de confianca pode-se afirmar que
ndo ha indicios de falta de ajuste do modelo (Ffaj-calc < Ffajtab) € cOmMO Freg-calc > 10X Freg-tab, 0

mesmo apresenta alta significdncia e pode ser usado para fins de previsao.



Tabela 17 - Andlise da regressao linear do modelo de calibragio externa utilizada para
determinagdo de Cd, Cr e Pb em tinturas fitoterdpicas por analise direta em GF AAS

Teste Tabelado Cadmio  Cromo Chumbo
Shapiro-Wilk 0,859 1,024 0,965 0,975
Cochran 0,7808 0,6504 0,4874 0,3849
Falta de Ajuste 4,53 3,21 0,51 2,87
Regressao 1,04 1347 497 1170

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Para avaliar a precisdo e exatiddo por meio dos valores de RSD e recuperagdo média,

propostos. Ressalta-se que a precisao e a exatiddo estdo concordantes com a faixa

Tabela 18 - Figuras de mérito obtidas para determinacdo de Cd, Cr e Pb em tinturas
fitoterapicas através de analise direta em GF AAS

Cd Cr Pb
Precisao (%) 4,53 9,90 4,30
Recuperagao nivel inferior (%0) 104 109 111
Recuperagao nivel superior (%0) 112 102 92
LD instramental (ug L) 0,05 0,13 0,16
LQ instrumental (g L) 0,17 0,43 0,54
LD método (ng Kg™) 0,5 1,3 1,6

LQ metodo (1g Kg) 1,7 43 5,4
mo (pg) 0,22 2,05 15,7

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).
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respectivamente, os critérios de aceitagdo sao atrelados ao nivel de concentragao do analito. Os
critérios sugeridos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) para
recuperagdo média sdo de 60-115% ou 40-120% e, para repetibilidade 21% ou 30% para os

teores de 10 e 1 ng Kg!, respectivamente. A Tabela 18 mostra as figuras de mérito dos métodos

de

aceitabilidade referida. Os valores obtidos de RSD ficaram abaixo de 10% e a recuperagdo

variou de 92% a 112%.

Uma sensibilidade muito alta esta relacionada a uma massa caracteristica muito baixa,

quando os valores sdo altos indicam principalmente que o método nao esta otimizado. Os
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valores de mo estdo menores do que os usuais para tubos de grafite longitudinalmente aquecidos,
cujo valor reportado ¢ de 3 pg para Cr, 0,4 pg para Cd e 16 pg para Pb (WELZ & SPERLING,
1999).

Além disso, os valores mo, LD e LQ obtidos neste estudo foram melhores do que outros
trabalhos envolvendo a determinacdo de Cr por andlise direta, como amostras de Orujo
(destilado alcodlico de vinagre), onde foram obtidos valores de LD de 0,29 ug L' e LQ de 0,97
pg L' Cr. Em outro estudo sobre a analise direta de suspensdo de plantas medicinais
determinando Cd, obtiveram myo igual a 1,8 pg; com LD e LQ de 0,12 ¢ 0,40 pug L,
respectivamente (FARINAS et al.,2008; FORTUNATO et al., 2012). Para o Pb é reportado na
literatura valores de massa caracteristica acima de 30 pg, o dobro do encontrado nesse trabalho

(DESSUY et al., 2008).

4.4 COMPARACAO ENTRE ANALISE DIRETA E O METODO DE REFERENCIA

A digestdo assistida por radiagdo micro-ondas ¢ comumente aceita como método de
referéncia, por ser tratar de um preparo de amostra recorrente na literatura para analises em
AAS, no qual espera-se ndo ter efeito significativo da matriz organica. Usando as palavras-
chave “microwave and digestion” com filtro na area “chemistry” gera um total de 2513 artigos,
de acordo com uma pesquisa na base dados do Web of Science realizada em 16 de maio de 2016
(KRUG & ROCHA, 2016).

Contudo, a andlise direta possui muitas vantagens em relagdo aos procedimentos de
digestdo da amostra, como o uso de menores quantidades de amostra e manuseio minimo.
Destacam-se também o tempo reduzido de preparagdo, maior sensibilidade e a auséncia de
residuos corrosivos ou toxicos (OLIVEIRA et al., 2014).

Quatro amostras de tinturas foram submetidas a digestdo assistida por radiagdo micro-
ondas, em duplicata. Os teores de Cd, Cr e Pb foram comparados com os obtidos por analise
direta e estdo dispostos na Tabela 19. Foi aplicado o teste ¢ de Student, ndo pareado com
variancia agrupada, € como tealc < twb para os trés analitos nas quatro amostras avaliadas, isso
indicou ser possivel o uso da andlise direta conforme a diluicdo e condi¢des instrumentais

propostos.
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Tabela 19. Comparacdo entre analise direta das tinturas fitoterapicas com o método
empregando as amostras digeridas (método de referéncia) para determinacao Cd, Cr e Pb por

GF AAS
Analito Amostra Analise direta Método de Referéncia teale
A-2 42,14+ 1,92 43,13 +£0,49 0,860
Ccd ES-2 3,67+ 0,02 3,18+ 0,12 2,451
(ngKgh CS-1 23,26 + 1,83 24,55 + 0,44 1,191
MC-1'! 0,71 +£0,12 0,63 + 0,06 0,978
A-2 12,43 +£0,71 13,09 £ 0,86 1,035
Cr ES-2 7,08 £ 0,65 7,12+ 0,70 1,202
(ugKg) CS-1 <LD <LD -
MC-1'"! <LD <LD -
A-2 29,78 £2,09 33,00 £2,46 1,311
Pb ES-2 80,56 + 2,31 83,03 + 1,02 1,431
(ngKgh CS-1 32,32 +3,42 34,49 +£ 5,12 4,203
MC-1'"! 22,26 + 1,10 23,50 +2,13 0,338

! Concentragdo estimada entre o limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificagdo (LQ).
2 tian= 4,303
Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Uma vez que as figuras de mérito avaliadas se mostraram adequadas para a realizagdo
das analises com boas precisdo e exatidao, o método baseado na analise direta foi aplicado para

um conjunto de 21 amostras.

4.5. APLICACAO DO METODO PROPOSTO

4.5.1 Tinturas fitoterapicas comerciais

Os dados obtidos para a determinacdo de Cd, Cr e Pb nas amostras de tinturas
fitoterapicas sdo mostrados nas Tabela 20. As diferengas nos teores dos contaminantes
encontradas nas tinturas comercializadas, justifica-se pelo fato de que produtos derivados de
plantas variam amplamente no conteudo de metais em fun¢do do ambiente onde a planta ¢
cultivada; equipamentos de processamento, excipientes e recipientes dos produtos também

podem influencia-las (FILIPTAK-SZOK et al, 2015).
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Tabela 20 - Teores de Cd, Cr e Pb nas amostras de tinturas fitoterapicas comerciais e doadas
pela FF-UFJF

Amostras Cd (ngKg') Cr(ugKg') Pb(ugKgh
A-1 7,03 +1,23 4,98 + 0,63 80,46 + 0,66
A-2 42,14+1,92 12,43+0,71 29,78 £2,09
A-3 <LD 7,36 +£0,58 <LD
A-4 <LD 5,29 £ 0,08 <LD
CS-1 23,26 £ 1,83 <LD 32,32 +£3,42
CS-2 13,20 £2,17 <LD 32,61 +£2,42

CS-3 <LD <LD 29,49 + 2,87
CS-4 <LD 9,88 1,49 27,73 £ 3,09
ES-1 1,84 + 0,37 <LD 88,47 +£3,09
ES-2 3,67+002  7.08+£065 80,56+231
ES-3 3,70 +£ 0,64 <LD 82,51 +£3,64
ES-4 <LD 2141011  32,03+3.,53
ES-5 <LD 11,09+ 0,50 43,16 +£2,42
G-1 430+0,18 10,80=085 37.98+2.77
G-2 <LD 4,64 £ 0,04 <LD
G-3 <LD 445+ 0,531 <LD
T-1 <LD <LD <LD
Z-1 8,76 £ 1,72 <LD 28,02 + 3,64
C-1 <LD <LD 34,17 +3,53
Ar-1 <LD <LD 24,41 + 2,87
MC -1 0,71 +0,12" <LD 22,26 £ 1,10

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Para as amostras comerciais, dentre as quatro tinturas de ciscara sagrada, em apenas

uma foi detectada a presenca de Cr, ja para as tinturas de Alcachofra e Guaco foi detectada a

presenca de Cr em todas as amostras. Os valores variaram de 4 a 21 ug Kg™!' nas 21 amostras

de tinturas analisadas.

O Cd teve teores quantificaveis nos quatro tipos principais de tinturas fitoterapicas

estudadas, e variou nas 21 amostras de 0,71 a 40,78 pg Kg!. Dentre os trés analitos, foi o que

houve a maior variacdo de teores encontrados. Para Pb, apenas para 25% das amostras ndo foi
9

encontrado teor detectavel, sendo que a concentra¢io encontrada foi em média 60 pg Kg™.
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Fazendo um paralelo com a literatura, também foram observadas diferencas entre os
teores obtidos para amostras de uma mesma planta. Quando foram avaliadas as concentragdes
elementares em 59 espécies de plantas medicinais indicadas pelo SUS in natura, também foi
observado que as concentragdes dos analitos nas amostras de plantas medicinais variavam em
ampla escala para quase todos os elementos (SILVA et al., 2016).

As quatro espécies de plantas avaliadas, na forma de tintura, foram o objetivo principal
deste trabalho visto que sao oferecidas pelo SUS; mas sabe-se que a populagdo faz uso de outras
tinturas fitoterapicas baseando-se na sabedoria popular. Vale ressaltar que na aplicagdao do
método proposto em cinco outras tinturas fitoterapicas (provenientes de outras espécies de
plantas), o Cr ndo foi detectado, para o Cd a tintura de Zedoaria (Z-1) obteve-se uma
concentragdo acima do LQ, enquanto que na tintura da Mamica de cadela a concentragao estava
acima do LD mas abaixo do LQ. Na tintura de Thuya nao foi encontrado nenhum dos trés
analitos, enquanto Pb foi encontrado nas demais. A obtencao de resultados para outras amostras
de tinturas, indica que o método se mostrou aplicavel para amostras nao consideradas nas etapas
de desenvolvimento analitico.

Nas recomendacdes da OMS nao ha recomendagao para o limite maximo permitido para
Cr, esse valor aparece na legislacdo canadense como 2 mg Kg! para plantas e de 200 pg/dia
para produtos fitoterapicos (OMS, 2007). Valor bem acima do que foi encontrado nesse
trabalho, onde o maior teor encontrado foi de 21,41 pg Kg™'. O mesmo ocorreu para o cadmio
e para o chumbo, que tem como limite maximo permitido, respectivamente, 0,3 mg Kg!' e 10
mg Kg'pela OMS, enquanto o maior valor encontrado foi de 40,78 pg Kg™! para Cd e 88,47 pg
Kg'! para Pb (STREET, 2012).

Na farmacopeia americana, para medicamentos por via oral, o consumo diario ndo deve
exceder 5 pg de Cd e Pb e 11000 pg de Cr (USP, 2015). As tinturas tém uso recomendado de
trés vezes ao dia, na dosagem média de SmL no total diario (BRASIL, 2018b). Os valores
encontrados nas amostras analisadas, comparados com as recomendacgdes didrias, mostram que
os valores encontrados nao excedem a ingestdo diaria permitida/recomendada para os
contaminantes determinados.

No Brasil, segundo a Farmacopeia Brasileira, quando ¢ usada a determinagdo por
espectrometria atdmica, os limites diferenciados sdo estabelecidos para cada elemento de
acordo com a sua toxicidade e via de administracdo. Sendo assim, os limites maximos de
contaminag¢io sdo (em mg Kg) de 0,5 para o Cd, 25 para o Cr e 1,0 para o Pb, todos para

medicamentos de via oral.
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Contudo, quando ndo estabelecido na monografia, os limites para metais pesados em
drogas vegetais devera ser de no méaximo 20 ppm, ndo podendo ultrapassar os limites
especificados de 1 ppm para Cd e de 5 ppm para Pb; ndo ha citacdo do limite para Cr. Nesse
caso ¢ indicado um “‘ensaio limite”, que consiste na formagao de particulas solidas dos sulfetos
de metais pesados, em suspensdo, para posterior comparacgao visual da intensidade da cor nas
preparagdes de amostras e padrdes. O ensaio referido € semi-quantitativo e possibilita inferir se
a amostra “passa ou nao” no teste (BRASIL, 2019). Para solugdes de cor intensa, como ocorre
para medicamentos na forma de tintura, a diferenciagdo visual se torna inviavel, e o uso de

técnicas como GF AAS se mostra adequada.

4.5.2 Plantas Medicinais e Tinturas fitoterapicas preparadas

Os teores de Cr encontrados nas amostras plantas medicinais que foram analisadas estao
abaixo do permitido pela legislacdo brasileira, enquanto que para Cd, uma amostra excedeu
esse valor e para o Pb apenas duas amostras ficaram abaixo do limite. Visto que essas plantas
sao usadas como matéria-prima para produgao de tinturas fitoterapicas, entende-se que esses
contaminantes poderiam ser transferidos para o produto final. Os valores encontrados sao

mostrados na Tabela 21.

Tabela 21 - Teores de Cd, Cr e Pb nas amostras de plantas medicinais (em mg Kg™!)

Amostra Cd Cr Pb
1-A 0,25+ 0,01 1,27 + 0,01 1,84 + 0,03
1-CS 0,14 £ 0,03 0,59 £ 0,10 2,91+0,12
2-CS 0,34 + 0,06 424+ 0,22 2,26 £0,25
1-ES 0,19 £ 0,01 0,48 +£0,01 1,24 + 0,01
2-ES 0,16 £ 0,02 0,22 + 0,01 0,51£ 0,02
1I-G 0,68 + 0,06 0,45+ 0,01 0,47 + 0,04
2-G 0,38 £0,01 0,90 + 0,01 1,44 + 0,02

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

Sabendo-se entdo dos teores dos contaminantes presentes nas sete plantas medicinais
foi realizada a preparacdo da tintura fitoterdpica a partir dessas plantas, para posterior analise

pelo método proposto. As concentracdes obtidas para os contaminantes avaliados foram
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similares aquelas encontradas nas amostras comerciais, destacando que, apenas o Cr nao foi
encontrado em duas amostras de espinheira santa. Além disso, Cd e Pb estiveram presentes em
concentragdes expressivas em todas as amostras. Os teores encontrados nas tinturas produzidas

sdo vistos na Tabela 22.

Tabela 22 - Teores de Cd, Cr e Pb nas amostras de tinturas das fitoterapicas preparadas no

laboratério a partir das plantas medicinais (em pg Kg™')

Amostra Cd Cr Pb

1-A 37,37 £ 4,85 33,02 £3,02 16,74 £ 2,14
1-CS 44,72 £0,78 15,73 £1,95 29,98 + 5,93
2-CS 36,60 = 0,53 21,77 £ 3,06 31,83 +£2,34
1-ES 15,96 £ 0,58 <LD 3,31 +£0,33
2-ES 15,93 + 1,04 <LD 7,27 +0,25
1-G 27,82 +£1,28 23,83+ 1,11 1,88 £0,27
2-G 49,98 + 6,47 24,02 £ 0,86 25,58 £0,27

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

4.6 TRANSFERENCIA DOS ANALITOS DA PLANTA PARA A TINTURA

A porcentagem (em pg) de Cd, Cr e Pb transferidos da planta medicinal para a tintura
produzida ¢ mostrado na Tabela 23. A importancia dessa avaliagdo esta de acordo com a
recomendacdo da OMS (2007), que diz que a contamina¢do de metais e ndo-metais toxicos,
como Cr, Cd, Pb, As e Hg; em fitoterapicos pode ser proveniente do solo e agua poluidos,
durante o cultivo e crescimento da planta; e no processo de fabricagdo dos fitoterapicos.

Nas plantas, os efeitos toxicos do Cr dependem principalmente da especiagao do metal,
que determina sua captagdo, translocacao e acimulo. Os mecanismos de absor¢ao e distribui¢ao
de Cr, no entanto, ainda ndo sdo totalmente compreendidos (GOMES et al., 2017). Em relacao
a porcentagem transferida de Cr das plantas para as tinturas fitoterapicas, houve uma variagao
de 2 a 19%, sendo que nas amostras de espinheira santa nao foi possivel quantificar esse
elemento, devido a sua baixa concentracdo nas tinturas produzidas. Para Cd, a faixa foi de 16 a

120%, para o Pb foi de 14 a 88%.

Nao foi possivel verificar um padrdo de transferéncia para as mesmas plantas,

provavelmente devido a variabilidade quimica da espécie vegetal utilizada como matéria-prima,
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onde a presenca de outros compostos quimicos os quais os metais podem interagir diferem entre
as amostras. Barthwal et al. (2008) observaram que houve um diferente acimulo de metais
pesados em plantas medicinais, ao analisar os teores de Ni, Cr, Cd e Pb em amostras coletadas

na mesma cidade durante a mesma estacao.

Tabela 23 - Porcentagem de transferéncia de Cd, Cr e Pb das plantas medicinais para as
tinturas fitoterdpicas preparadas

Plantas % Cd (em pg)' % Cr (em pg)' % Pb (em pg)*
Alcachofra 58,80 £7,97 10,38 £ 0,98 45,13 £4,87
Céscara Sagrada 1 120,40 £ 21,16 10,05+ 1,44 47,86 £4,53
Céscara Sagrada 2 43,09 £ 6,15 2,05+0,31 70,59 +£ 7,74
Espinheira Santa 1 33,55+ 2,04 ND’ 13,63 + 1,04
Espinheira Santa 2 39,33 £5,63 ND 67,78 £5,52
Guaco 1 16,04 £1,39 19,72 £0,42 18,97 +£1,71
Guaco 2 52,35 +7,18 10,66 +0,43 88,26 +1,31

' Porcentagem média + desvio padrdo “ND — Valor ndo detectado

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

4.7 ESTUDOS COMPLEMENTARES - ANALISE POR TXRF

O foco deste trabalho foi avaliar criticamente os teores de alguns contaminantes
inorganicos em tinturas fitoterapicas, mas com os resultados encontrados foi possivel perceber
que, embora a presenga dos metais toxicos tenha sido encontrada em muitas amostras, os teores
maximos permitidos pelos orgdos regulamentadores sdo muito permissivos €, por isso,
nenhuma das tinturas teve valor acima do estabelecido.

Para as plantas alguns elementos devem estar presentes no ambiente em que sdo
cultivadas para que se desenvolvam saudaveis. Alguns exemplos sao aqueles exigidos em maior
quantidade e que sdo definidos como macronutrientes, como o Ca; e os outros que sdo exigidos
em pequenas quantidades, denominados micronutrientes, como Cu, Fe, Mn e Zn. Para o ser
humano, o Ca ¢ um elemento essencial a vida, em maior quantidade que elementos como Cu,
Fe, Mn e Zn, que ao ultrapassar determinada concentragdo pode gerar toxicidade (RAVEN et

al., 2007).

Para verificar entdo se, por outro lado, essas tinturas poderiam ser fontes de minerais

essenciais foram realizadas andlises por TXRF, os valores encontrados para Ca, Mn, Fe, Cu e
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Zn sdo mostrados na Tabela 24. Esse estudo foi feito com a colaboracdo das professoras Dra.

Clésia Cristina Nascentes e Dra. Leticia Malta Costa, do Departamento de Quimica da UFMG.

Os resultados desse estudo poderiam justificar estudos mais sistematicos voltados a

determinagdo da composi¢ao mineral desse tipo de amostra.

Tabela 24 - Teores de minerais nas amostras de tinturas fitoterapicas (em mg Kg™!)

Ca Mn Fe Cu Zn
A-1 84,329 0,711 0,667 0,759 4,731
A-2 46,840 0,490 0,137 0,028 0,470
A-3 21,156 0,339 0,112 0,048 0,338
A-4 30,782 0,341 0,085 0,051 0,209
CS-1 9,172 1,062 0,142 0,054 0,072
CS-2 9,194 1,281 0,261 0,109 15,037
CS-3 18,02 2,346 0,185 0,056 0,102
CS-4 6,652 0,855 0,374 0,026 7,866
ES-1 19,937 1,727 0,348 0,172 10,048
ES-2 6,220 3,373 0,221 0,221 0,469
ES-3 17,514 0,626 0,217 0,033 0,213
ES-4 13,213 0,818 0,120 0,046 0,108
ES-5 21,404 2,532 1,338 0,129 11,018
G-1 13,596 2,948 0,417 0,465 15,425
G-2 8,187 0,664 0,091 0,079 0,240
G-3 22,000 1,605 0,089 0,010 0,109
T-1 8,447 0,261 0,878 0,065 13,544
Z-1 2,029 0,702 0,399 0,088 0,101
C-1 17,358 0,171 1,003 0,158 3,993
Ar- 1 1,653 0,066 0,111 0,039 0,046
MC -1 5,637 0,456 0,171 0,054 0,134

Fonte: elaborado pela propria autora (2020).

A ingestdo diaria recomendada para adultos ¢ 1000 mg de Ca, 2,3 mg de Mn, 14mg de
Fe, 0,9 mg de Cu e 7 mg de Zn (BRASIL, 2005). O teor de Ca variou de 1,65 a 84 mg Kg'!, de
Mn foi de 0,07 a 3,373 mg Kg™!'. Fe de 0,09 a 1,34 mg Kg™!, Cude 0,03 20,76 mg Kg'e Zn de

0,05 a 15,43 mg Kg'!. Para ser considerado fonte de um nutriente, um alimento deve fornecer
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pelo menos 15% da ingestdo didria recomendada (BRASIL, 2012b). Sabendo-se que a
recomendacdo do uso diario de tinturas ¢ de até 15 mL (equivalente a cerca de 0,012 kg), os
valores dos nutrientes encontrados nas amostras analisadas ndo podem ser considerados

expressivos do ponto de vista nutricional.
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5 CONCLUSAO

Foi desenvolvido um método baseado na andlise direta de tinturas fitoterdpicas
utilizando a técnica de GF AAS e calibragdo externa para determinar Cd, Cr e Pb. Os resultados
obtidos com o método proposto foram comparados com aqueles obtidos para quando utilizada
a digestdo assistida por radiagdo micro-ondas, ndo havendo evidéncias de divergéncia entre os
métodos.

Os teores de Cd, Cr e Pb encontrados nas 21 amostras de tinturas avaliadas estdo abaixo
dos limites maximos permitidos pela ANVISA, Farmacopeia Internacional, Farmacopeia
americana e pela OMS. Isso indica que as amostras estudadas seriam seguras para consumo,
ainda que os limites possam ser considerados elevados.

Ainda em relacdo ao método proposto, as figuras de mérito demostram ser compativeis
para uso em rotinas, pois atendem tanto a quesitos de detectabilidade como de exatiddo. A
analise direta ndo demanda preparo de amostra e evita riscos desnecessarios para o analista
devido a reagao violenta entre acido nitrico e etanol, além de ndo precisar de equipamentos
caros, tais como digestor micro-ondas.

A analise direta para determinagdo de contaminantes inorganicos em GF AAS teve uma
frequéncia analitica alta, com uso reduzido de reagentes e energia, gerando menos desperdicio
e minimizando riscos de contamina¢do da amostra e perdas de analito. O desempenho favoravel
em relagdo a seletividade, sensibilidade e precisdo para as amostras sob investigacdo
demonstrou a versatilidade desse método e se torna uma opg¢ao atraente comparada aos métodos

usuais, como o ensaio limite por formagao de particulas s6lidas de sulfetos.

5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Dentre os objetivos iniciais deste projeto se incluia a determinacdo de mais um
contaminante inorganico, o arsénio, comumente encontrado em plantas medicinais e em
medicamentos fitoterapicos. No entanto, o equipamento - espectrometro de absor¢do atdmica
com atomizagdo em forno de grafite - disponivel na Central Analitica do Departamento de

Quimica- UFJF ficou fora de uso devido a problemas técnicos desde o 2° semestre de 2018.

Com o apoio da Profa. Dra. Leticia Malta Costa, utilizando-se de equipamento GF AAS
localizado nas dependéncias do Laboratorio de Espectrometria Atdmica e Quimica Analitica e

Ambiental - Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, na cidade de
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Belo Horizonte- MG - foram realizados experimentos para determinagdo de Pb. Foram feitas
as otimizacdes das condi¢des instrumentais; temperatura de pirdlise, temperatura de atomizagao
e uso de modificador quimico e parametros de validagdo analitica, como sensibilidade do
método e linearidade da curva externa.

Devido a limitacao de tempo e recursos para continuagao do projeto em outra cidade, ndo
foi possivel a realizacdo dos experimentos necessarios para determinacao de As. Neste sentido,
sugere-se que o mesmo seja futuramente finalizado, junto a outros elementos tracos com
potencial toxico a saide humana.

O preparo de mais tinturas fitoterapicas a partir das plantas medicinais possibilitaria uma
amostragem mais representativa, visto que adquirir tais amostras através do comércio local ¢
complexo economicamente, pois o valor para compra de amostras comerciais ¢ alto, com valor
médio de R$25 chegando a mais de R$50 por unidade. Além disso, a preparagao possibilitaria
avaliar a transferéncia de outros contaminantes. Com mais amostras a aplica¢ao de uma analise
exploratdria por meio da Analise de Componentes Principais (PCA) pode encontrar um perfil

de acordo com elementos frequentemente encontrados e a procedéncia da amostra.
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