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RESUMO

COSTA, Larissa Cristine Andrade da. Desenvolvimento de método para
determinagao de halogénios e enxofre em chas em unica analise. 2023. 85f.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Programa de Pds-Graduagdo em Quimica,
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2023.

Neste estudo, a combustdo iniciada por micro-ondas (Microwave-Induced
Combustion — MIC) foi avaliada como método de preparo de amostras para variados
tipos de chas (cha-preto, cha-verde, erva-cidreira, boldo e horteld) visando,
posteriormente, a determinacdo de fluor, cloro, bromo, iodo, e enxofre por
cromatografia de ions (IC). Foram avaliados alguns paradmetros, como a massa de
amostra e a solugéo absorvedora (agua ultrapura e NH4OH 25, 50, 100 e 150 mmol L-
"), levando em consideracéo os analitos e a técnica de determinacao utilizada. A massa
maxima de amostra possivel de ser decomposta foi de 900 mg, na forma de
comprimidos, e a solugdo absorvedora escolhida (por meio de ensaios de
recuperacédo) foi NH4OH 100 mmol L', a qual proporcionou a adequada estabilizagéo
dos analitos. Um material de referéncia certificado foi analisado para a avaliagdo da
exatiddo do método proposto. Recuperacdes (Br e 1) e concordéncias (Cl, F e S)
adequadas (101 a 107%) foram obtidas para todos os analitos. O método proposto foi
aplicado para amostras de cha e suas concentragdes variaram em uma faixa de 549
mg kg™ a 2549 mg kg para cloro, para enxofre de 786 mg kg’ a 4023 mg kg™, de
223 mg kg™' a 828 mg kg para fltior, enquanto que as concentragbes de bromo e iodo
foram abaixo dos limites de quantificagdo (42 mg kg™!, 80 mg kg™!, respectivamente)

para a analise de diferentes tipos de chas.

Palavras-chave: chas; preparo de amostras; halogénios; combustao iniciada

por micro-ondas; cromatografia de ions.



ABSTRACT

COSTA, Larissa Cristine Andrade. Development of a method for the determination
of halogens and sulfur in teas in a single analysis. 2023. 85f. Dissertation (Master’s
in Chemistry) — Graduate Program in Chemistry Center for Chemical, Pharmaceutical
and Food Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

In this study, microwave-initiated combustion (Microwave-Induced Combustion — MIC)
was evaluated as a sample preparation method for various types of teas (black tea,
green tea, lemon balm, boldo and mint) aiming to, subsequently, the determination of
fluorine, chlorine, bromine, iodine, and sulfur by ion chromatography (IC). Some
parameters were evaluated, such as the sample mass and the absorbing solution
(ultrapure water and NH4OH 25, 50, 100 and 150 mmol L"), taking into account the
analytes and the determination technique used. The maximum sample mass possible
to be decomposed was 900 mg, in the form of tablets, and the absorbing solution
chosen (through recovery tests) was NH4OH 100 mmol L', which provided adequate
stabilization of the analytes. A certified reference material was analyzed to evaluate
the accuracy of the proposed method. Adequate recoveries (Br and 1) and agreements
(Cl, Fand S) (101 to 107%) were obtained for all analytes. The proposed method was
applied to tea samples and their concentrations varied in a range from 549 mg kg to
2549 mg kg for chlorine, for sulfur from 786 mg kg™ to 4023 mg kg™', from 223 mg kg
1 to 828 mg kg for fluorine, while bromine and iodine concentrations were below the
limits of quantification (42 mg kg™!, 80 mg kg™, respectively) for the analysis of different
types of teas.

Keywords: teas; sample preparation; halogens; microwave-induced combustion; ion

chromatography.
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1. INTRODUGAO

O consumo de cha com finalidade terapéutica € uma tradicdo milenar, portanto,
sua histdria e origem sao muito difundidas e indefinidas. Os primeiros relatos de consumo
de cha surgiram em meados de 200 a.C (VALENZUELA, 2004). Nesse periodo, ja eram
mencionados os efeitos desintoxicantes das plantas utilizadas para o preparo desses
chas, e entdo surgiu a designagcao de plantas medicinais. Devido as suas
propriedades medicinais, o cha se popularizou na sociedade tornando-se a segunda
bebida n&o alcodlica mais consumida do mundo (PAN, et al., 2022). A Organizagao
das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO — Food and Agriculture
Organization of the United Nations), prevé um aumento de 2,2% na produgdo mundial
de cha preto, atingindo uma producéo de até 4,4 milhées de toneladas em 2027 (FAO,
2018).

A utilizacao de plantas para tratamentos, cura e/ou prevencao de doencas é
umadas praticas medicinais mais antigas da humanidade. Assim, muitas plantas
passaram a ser utilizadas em forma de infusdo e alguns beneficios a saude, como o
auxilio em tratamentos gastrointestinais e doengas respiratorias, foram observados
posteriormente. Por isso, ha uma maior diversidade de plantas na forma de infusao
para fins medicinais (BRAIBANTE, et al., 2014). Porém, as plantas possuem diversos
compostos em sua composi¢cdo, e a maioria sdo desconhecidos. Os halogénios e o
enxofre, por exemplo, sdo elementos que podem estar presentes nas plantas de
maneira natural, e permanecer durante o desenvolvimento da planta até ser ingerida
na forma de infusdo. Esses elementos, quando em concentragbes inadequadas,
podem ocasionar algumas complicacbes a saude humana, dependendo da
concentragao e da forma ingerida (CAOQ, et al., 2005). Assim, a concentragdo desses
elementos deve ser determinada para garantir a qualidade e segurancga da bebida que
sera ingerida.

Dentre as técnicas analiticas comumente utilizadas para a determinagao
da concentragdo de halogénios e enxofre nas mais variadas amostras, pode-se citar
a cromatografia de ions utilizando detecgéo por condutividade ou por espectrometria
de massas, e a potenciometria com eletrodo ion-seletivo. Porém, anteriormente a
etapa de determinagdo, € necessario realizar o preparo de amostra, de maneira a
transforma-la em uma solugéo compativel com a técnica de determinagéo (KRUG, et

al., 2019). Essa etapa é considerada a mais critica dentro da sequéncia analitica, pois
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€ onde ocorrem 0s principais erros, além de demandar maior tempo e custos.

Alguns parametros devem ser considerados, como a utilizagdo de solugdes
diluidas, a possibilidade de decompor elevadas massas de amostra visando obter
melhores limites de detegdo, a frequéncia analitica, entre outros (KRUG, et al., 2019).
Porém, viabilizar um método de analise que contemple todos os requisitos necessarios
€ um grande desafio, principalmente, quando se trata da determinagao de halogénios
associada a possibilidade da perda dos analitos por volatilizagado durante o preparo da
amostra (MATUSIEWICZ, 2003; MELLO, et al., 2013).

Portanto, neste trabalho foi avaliada a combustao iniciada por micro-ondas
(Microwave-Induced Combustion — MIC) como método de preparo de amostra, por se
mostrar um meétodo adequado para a posterior determinagcao de halogénios, e a
cromatografia de ions (lon Chromatography — IC) como técnica de determinacéo.
Portanto, considerando seu elevado consumo na sociedade, torna-se necessaria a
determinacao destes elementos, tendo em vista o controle de qualidade bem como a

segurancga alimentar destas bebidas para a sociedade.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Desenvolver um método analiticamente confiavel para a determinacdo de
halogénios e enxofre em chas dos tipos, preto, verde, erva-cidreira, boldo e hortela,

fazendo uso dos principios da quimica verde.
2.2. Objetivos especificos

a. Otimizar um método de combustao para amostras de chas, utilizando a
combustao iniciada por micro-ondas, bem como a solugéo utilizada para a absorg¢ao
dos halogénios;

b. Avaliar a exatiddo do método proposto por meio de ensaios de
recuperacao, analise de material de referéncia certificado e comparagdo com métodos
oficiais;

C. Aplicar o método desenvolvido para a determinacéo total de halogénios
e enxofre em diferentes tipos de chas;

d. Relacionar as concentragdes totais de halogénios e enxofre dos chas

com as concentracdes obtidas nas infusdes dos chas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Aspectos gerais de plantas utilizadas como cha

Devido a sua propriedade terapéutica, somado a sua popularizagdo segundo
algumas tradigbes, o cha acabou se tornando uma bebida popularmente consumida
no mundo (VALENZUELA, 2004). Dentre essas tradi¢oes pode ser citada a tradi¢ao
do “cha das cinco”, mundialmente conhecida e idealizada na Inglaterra pela duquesa
de Bedford, Anna Russel, em meados de 1800 (COSTA et al., 2011). Considerando o
elevado consumo de cha na sociedade, o mercado global de cha foi avaliado com um
aumento de até quase 200 bilhées de dolares em 2020 e uma estimativa de
crescimento de até 318 milhdes até 2025 (PAN et al., 2022).

Inicialmente, os primeiros tipos de chas surgiram a partir da espécie Camellia
sinensis, um arbusto nativo da China e que se produz em regides com alta umidade e
temperaturas amenas (NAMITA et al., 2012). Porém, sua produgao foi sendo
espalhada ao redor do mundo, tornando possivel o seu cultivo também em paises
tropicais (LIMA et al., 2009). Os chas provenientes da Camellia sinensis (cha verde e
preto) apresentam em sua composi¢cdo compostos como os polifendis, da classe dos
flavonoides, que possuem propriedades antioxidantes, além de alcaloides como a
cafeina que ajudam no aumento de energia para o organismo.

O cha verde possui concentragao elevada de catequina (60 — 80%), e nenhuma
concentracdo de teaflavina, enquanto o cha preto possui maior concentragdo de
teaflavina (6 — 24%), e baixa concentragdo de catequina (5 — 12%), quando
comparada com a concentragao de catequina no cha verde (HIGDON, et al., 2003).
Compostos como as catequinas atuam indiretamente como antioxidantes nas
atividades enzimaticas do organismo (HIGDON et al., 2003), enquanto que as
teaflavinas podem contribuir para atividades antiinflamatérias, neuroprotetoras e entre
outras (SHAN et al., 2021).

Vale destacar que essa diferenca de concentragao é dada devido ao processo
de oxidacao que o cha preto sofre em seu processo produtivo, pois as teaflavinas sao
formadas a partir da oxidacido das catequinas que estdo em maiores concentracdes
no cha verde (SHAN et al., 2021). Portanto, a partir da Camellia sinensis é possivel

obter quatro tipos principais de chas: branco, verde, oolong e preto. Sendo assim,
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todos sdo provenientes da mesma espécie de planta, porém se diferem entre si pelo
periodo em que sdo submetidos a processos de oxidacdo (WEISBURGER, 1997).

A hortela (Mentha arvensis L.) € uma planta herbacea que possui mais de 60
espécies da familia Lamiaceae. Esta espécie tem sua origem da regido do
Mediterraneo, porém, pode ser encontrada facilmente em todo o mundo. A hortela é
muito utilizada no setor industrial como aromatizante em alimentos, bebidas, gomas e
doces, porém, esta planta também é considerada um vegetal folhoso saudavel devido
a sua constituicdo por vitaminas e minerais. O seu registro como uso na forma de
planta medicinal vem desde a antiguidade na medicina ayurvédica (medicina
alternativa indiana) e chinesa. As infusbes de hortela sdo usadas para reduzir
inchagos, aliviar a dor e tratar diversas condi¢des como dores de cabecga, rubéola e
problemas digestivos (WEI et al., 2023).

Estudos demonstram que os extratos desta planta podem causar beneficios ao
sistema digestivo, nervoso e respiratorio, além de possuirem propriedades anti-
inflamatdrias, antivirais, antioxidantes, entre outras. Estes efeitos estdo relacionados
aos compostos bioativos presentes na hortela como o mentol, a mentona, o acetato
de mentila e 0 1,8-cineol, além da presenca de flavonoides como os acidos fendlicos
e terpenoides (WEI et al., 2023; MAHBOUBI; KAZEMPOUR, 2014; TSAl et al., 2013).

A erva-cidreira (Melissa officinalis L.), pertencente a familia das mentas
Lamiaceae e a subfamilia Nepetoideae, € uma planta que cresce de maneira perene
em regides como o Mediterraneo e Asia Ocidental, além de ser comumente cultivada
na Europa. Devido sua composicdo quimica, esta planta possui diversos efeitos
farmacoldgicos, tornando-a uma planta de grande interesse medicinal em todo o
mundo. Por ser uma planta rica em compostos fendlicos e flavonoides, esta esta
associada a uma variedade de beneficios a saude como antivirais, antidepressivas,
neuroprotetoras, antifungicas, antibacterianas, além de possuir propriedades
calmantes com sua propriedade ansiolitica (PETRISOR et al., 2022).

O boldo chileno (Peumus boldus) € uma planta nativa do Chile e amplamente
consumida no mundo todo, principalmente na sua forma de cha, devido as suas
contribuigdes farmacolégicas a saude humana (MARIANO et al, 2019).
Originalmente, a medicina tradicional chilena fazia o uso desta planta para o
tratamento de reumatismo em povos indigenas (SPEISKY; CASSELS, 1994).
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Atualmente, o boldo chileno €& popularizado por suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias, hepatoprotetoras, anti-helminticas e diuréticas,
enfatizando sua atuacdo em disturbios digestivos e hepatobiliares (SPEISKY;
CASSELS, 1994; RUIZ, et al. 2008). Estas propriedades farmacoldgicas estéo
associadas a composicado quimica das folhas de boldo que possui compostos como
os alcaloides e flavonoides. A boldina é o principal alcaloide encontrando,
representando cerca de 12 a 19% do conteudo total de alcaloides dessa matriz,
dependendo do procedimento de extragdo, método analitico utilizado e outros
parametros (MARIANO et al., 2019).

Diante do exposto, devido a constituicdo destas plantas, compreende-se os
motivos para a utilizagdo destas espécies como forma de tratamento medicinal, através de
sua infusdo, devido ao fato de apresentarem beneficios a salde, popularizando cada vez
mais a utilizagao de plantas para fins medicinais (BRAIBANTE et al., 2014). No Quadro
1, estdo alguns exemplos de plantas comumente utilizadas no Brasil na forma de

infusdo, seus principios ativos e usos medicinais.



Quadro 1. Principais principios ativos dos tipos de chas e suas contribui¢cbes para a saude.
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Denominacao

Principal principio ativo

Usos medicinais

Hortela

Mentol

(2-isopropil-5-metilciclohexanol)

Tratamento de complicagdes gastrointestinais e
de resfriado (BRAIBANTE, et al., 2014).

Erva-cidreira

Citral
(3,7-dimetil-2,6-octadienal)

Propriedades calmantes que melhoram a
qualidade do sono, combate ao estresse e a
ansiedade (SADRAEI, et al., 2023).

Boldina Propriedades analgésicas e  digestivas.

Boldo (1,10-Dimetoxiaporfina-2,9-diol) Comumente utilizado no combate de doencgas
ligadas ao figado (BARBOSA, et al., 2001).

Teaflavina Reducao do risco de doengas cancerigenas e

Cha preto (3,4,5-trihidroxi-1,8-is[(2R,3R)-3,5, 7-trihidroxi-2- cardiovasculares. Além disso, auxilia no
cromanil]-6-benzo[7]anulenona) tratamento de asma (WANG, et al., 2022).

Catequina Prevengdo de  doengas  cancerigenas,

Cha verde (2R, 3S) -2-(3,4-di-hidroxifeni)-3,4-di-hidro-2H — cardiovasculares e diabetes, além de auxiliar na

cromeno-3,5,7-triol

reducao de peso (NAMITA, et al., 2012).
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No entanto, as plantas medicinais possuem uma gama extensa de espécies
quimicas que fazem parte da sua constituicdo, e ainda ndo sao completamente
compreendidas, como por exemplo os compostos halogenados. Diante disso, ha
estudos que demonstram que espécies como cloro e enxofre podem estar presentes
na composi¢cao das plantas por fazerem parte do ciclo bioquimico fundamental das
plantas em geral (CHEN et al., 2010; LEUTESK et al., 2000). O iodo € utilizado para
biofortificar e melhorar o desempenho de algumas plantas (KIFERLE et al., 2021), o
bromo pode estar presente em plantas pelo uso de pesticidas como o bromometano
(LANCHEROS, 2011). Além disso, as plantas podem ser hiper acumuladoras de
compostos de fluor na raiz, e apds estes compostos se acumularem na raiz, estes
passam a migrar para as folhas e talos das plantas (fontes majoritarias para a
producao de chas) (BAUNTHIYAL, et al., 2013). Portanto, torna-se necessario avaliar
as concentragdes dessas espécies quimicas a fim de verificar e controlar suas

dosagens em matrizes alimentares.
3.2. Halogénios e enxofre: aspectos relevantes

Os halogénios podem estar presentes nas plantas de maneira natural ou
oriundos de atividades antropogénicas, e podem permanecer durante todo o
desenvolvimento da planta até a sua forma de infusdo. Portanto, esses elementos
podem ocasionar algumas complicagbes a saude humana, dependendo da
concentracao e forma ingerida. O bromo (Br), quando combinado com a hemoglobina
pode causar doengas hematoldgicas (PAVELKA, 2004). Vale ressaltar também que a
presencga desse elemento no organismo pode causar a diminuigdo da quantidade de
iodo nas glandulas mamarias e da tireoide, causando por consequéncia a deficiéncia
de iodo no organismo (PICCIRILLO et al., 2010). Alguns estudos relatam que o bromo
pode estar presente de maneira natural e/ou antropogénica. A aplicacdo de
bromometano, usado como pesticida, pode aumentar a concentragédo desse elemento
no solo, e consecutivamente, nas plantas (PICCIRILLO et al., 2010). O limite maximo
permitido de brometo em plantas é de 125 mg kg™!, de acordo com a Farmacopeia
Americana (Farmacopeia Americana, 2015).

O cloro (CI), geralmente esta presente em diversos tipos de produtos
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alimenticios, tais como, graos e proteinas (como os frutos do mar), em elevadas
concentragdes. Sua presenga geralmente esta associada a presencga do cloreto de
sédio (NaCl). Este elemento € um dos componentes do suco gastrico, o qual contribui
para digestdo efetiva dos alimentos consumidos (SOLL et al., 1979). Quando
associado ao sédio ou potassio, ele atua no organismo regulando a pressao osmotica,
mantendo o balango aquoso e controlando o pH da corrente sanguinea (TRUCK et al.,
2019). Porém, vale ressaltar que o excesso de cloro pode ocasionar algumas
disfungdes no organismo, como a acidose metabdlica, confusdo mental e dor de
cabeca (WINDER, 2001). E recomendado pela Autoridade Europeia para a Seguranca
dos Alimentos (European Food Safety Authority — EFSA) que a ingestao diaria de cloro
seja de 1,7 a 3,1 g dia”' podendo variar entre criangas e adultos (TRUCK et al., 2019).
Além disso, o uso de pesticidas organoclorados, além de serem considerados
carcinogénicos, sao alguns dos contaminantes mais frequentes em plantas, devido ao
fato de serem poluentes organicos persistentes e se fixarem no solo e na agua
(JAYARAJ, et al., 2017).

O flaor (F) é responsavel pela preservagao da saude bucal (SINGH, et al.,
2021), mas a ingesta de doses maiores que 1,5 mg L' em agua potavel, podem causar
complicagbes ao organismo como a fluorose dssea, que é caracterizada pelo
enfraquecimento dos ossos (SINGH, et al., 2021). Segundo o Comité Cientifico do
Instituto de Medicina do Estados Unidos, a ingestao de fluor pode variar entre homens
e mulheres, criangas e adultos e estaentre 0,5 e 4 mg dia' (INSTITUTO DE
MEDICINA DO ESTADOS UNIDOS, 1997).

O iodo (I) esta associado a sintese dos horménios da tiroide, como a tiroxina e
triiodotionina. Esses horménios s&o essenciais para manter o controle do
metabolismo, desenvolvimento da estrutura corporea e fungdes neuroldgicas
(HETZEL, 1983). De acordo com estudos, pessoas que possuem deficiéncia de iodo
no organismo podem desenvolver o hipotireoidismo, e o excesso de iodo no
organismo pode causar o hipertireoidismo. Assim, a recomendacgao de ingestao diaria
de iodo pela Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization — WHO) é
de 90 a 250 pg (Instituto de Medicina, 2001; HETZEL, 1983).

O enxofre (S) é essencial para os organismos vivos, desempenhando um papel
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importante para o metabolismo (BAYSAL et al., 2011). O enxofre esta presente nas
estruturas de muitas proteinas e enzimas, disponiveis em aminoacidos. Quanto maior
a presenga de aminoacidos, maior a disponibilidade de enxofre no organismo e,
consequentemente, maior a formagao de moléculas que atuam na defesa antioxidante
e na biossintese de proteinas (PARCELL, 2002). Esses aminoacidos ricos em enxofre
sao encontrados principalmente em carnes bovinas, aves, peixes, ovos, entre outros,
tornando seu consumo abrangente na sociedade (HEWLINGS et al., 2019). O teor
maximo de enxofre é definido em cerca de 140 g dia™', distribuindo-se em pequenas
quantidades por todo o corpo (ANASTASSAKIS, 2022). Vale ressaltar que o excesso
de enxofre no organismo tem sido relacionado com doengas como a colite ulcerativa
que se caracteriza pela inflamacao e ulceracido da camada mais superficial do célon
(OTTEN et al., 2006).

Nesse contexto, & possivel observar que os halogénios e o enxofre podem
apresentar tanto algum nivel de essencialidade quanto de toxicidade, a depender da
quantidade ingerida. Porém, a legislagao que concerne os valores maximos permitidos
(VMP) de nado-metais em amostras de matrizes alimentares, especificamente o cha,
nao é estabelecida. Portanto, compreender o nivel de concentragado desses elementos
em amostras de cha é essencial para elucidar os impactos na saude humana e
colaborar para a constru¢ao de uma legislagao que garanta a segurancga alimentar dos

consumidores.

3.2.1. Métodos de preparo e determinagdo de ndo-metais em plantas e matrizes
similares

A presenca de halogénios e enxofre em plantas, incluindo aquelas utilizadas
para o preparo de chas, é relatada em alguns trabalhos encontrados na literatura
(AKHDHAR et al., 2021; FU et al., 2021). Na Tabela 1, estdo descritos alguns métodos
de preparo de amostras encontrados na literatura para plantas medicinais e matrizes
similares visando a determinagdo de halogénios e enxofre, bem como as técnicas de

determinacgao utilizadas.



27

Tabela 1. Métodos de preparo de amostras para a determinagao de halogénios e enxofre em chas e/ou matrizes similares (continua).

Amostra Analitos Método de preparo Técnica de LOD LOQ Referéncia
determinacgao
Planta medicinal Brel MIC ICP-MS NI Br (0,033 ug g') NASCIMENTO et al.,
| (0,003 ug g) 2017
Folhas de cha F Extracao acida ISE NI NI ZHANG et al., 2023
Amostras botanicas Cl Extragdo com agua quente ICP-OES 0,041 mg L™ NI WHEAL et al., 2010
Planta (Camellia F Extracao acida ISE NI NI DUO et al., 2023
sinensis)
Planta medicinal Cl,Br,l,eS Pulverizagao EDXRF NI NI DESIDERI et al.,
2010
Amostras de lantas F Extracao facilitada com enzimas ISE 20 ug g™ NI JUNSEOK et al.,
a-amilase e protease 2015
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Tabela 1. Métodos de preparo de amostras para determinacéo de halogénios e enxofre em chas e/ou matrizes similares. (continuagéo)

Amostra Analito Método de Preparo Técnica de LOD LOQ Referéncia
s Determinacgao
Chas F 1. MIC HR-CS-MAS 0,16 mgL' 0,52mgL"’ MORES et al., 2011
(cha branco, cha 2. Solubilizagdo com
verde,cha preto e etc) TMAH
3. Infus&o

Algas I Digestao por via umida: ICP-MS 3,9ug g’ ND BADACCO et al., 2016
(Sargassum muticum; TMAH (25%); HNO3 (65%);
Undaria pinnatifida) HNO3 (65%) + H202 (30%);

HNO3 (52%) + H202 (8%);

Agua Régia

LOD: Limite de Quantificagao do Método; LOQ: Limite de Deteccdo do Método; NI: Nao Informado; ICP-MS: Espectrometria de Massa com Plasma
Indutivamente Acoplado; ICP-OES: Espectrometria de Emisséo Optica com Plasma Indutivamente; IC: Cromatografia de ions; EDXRF:
Espectrometria de Fluorescéncia de Disperséo de Raios-X; ISE: Eletrodo ion-Seletivo e HR-CS-MAS: Fonte Molecular Continua de Alta Resolugado

Espectrometria de Absorgao.
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Assim, como pode ser visto na Tabela 1, existem alguns métodos de preparo e
determinacdo de halogénios em chas e amostras de matrizes similares. Tendo em
vista os trabalhos reportados em literatura, demonstrados acima, neste trabalho sera
desenvolvido um método de preparo de amostras para a determinagao de halogénios
e enxofre em chas, especificamente a MIC, para posterior determinacéo por diferentes
técnicas de determinacdo como a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (/nductively Coupled Plasma Mass Spectrometry — ICP-MS),
eletrodo ion-seletivo (lon-Selective Electrode — ISE) e Espectrometria de
Fluorescéncia de Dispersao de Raios-x (Energy Dispersive X-ray Fluorescence —
EDXREF), entre outras. Além disso, a MIC é um método de preparo que possui mais
vantagem quando comparada com o método de digestao por via umida, por se tratar
de um método mais amigavel com o meio ambiente, pois utiliza menores volumes e
menores concentragdes de reagentes, gerando, consequentemente, menos residuos,

que causam menos impactos negativos ao meio ambiente.

3.3. Métodos de preparo de amostras para posterior determinagcao de nao-

metais

Antes da etapa de determinacéo elementar é necessaria a etapa de preparo de
amostra. A maioria das técnicas instrumentais de determinagao requer a converséo da
amostraem uma solug¢ao que seja compativel com a instrumentacgéo, e além disso, que
seja adequada para a retengao e disponibilizacdo dos analitos que serdo determinados
(KRUG; ROCHA, 2019). Portanto, ndo existe um método de preparo universalmente
apropriado para o preparo de todas as amostras e determinag¢ao de qualquer analito.
Logo, ao escolher um método de preparo, alguns fatores devem ser considerados,
como a matriz da amostra, o analito e a técnica de determinacédo que sera utilizada
para que se obtenha resultados reprodutiveis e confiaveis (KRUG; ROCHA, 2019). A
etapa de preparo de amostras é a etapa em que ha um maior tempo e custo a serem

dedicados.
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Portanto, considerando a variedade de técnicas analiticas disponiveis e as
crescentes demandas por métodos mais verdes, rapidos, sensiveis e confiaveis,
torna-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias que possibilitem a
determinacdo elementar em concentragcbes a nivel traco em matrizes variadas
(TJABADI, 2019). Nesse sentido, o preparo de amostras para posterior determinacao
de ndo-metais tem sido um desafio. Quando se trata de amostras majoritariamente
organicas, os métodos mais comuns utilizam a decomposigao por via umida, nos quais
€ necessario a utilizacdo de acidos minerais oxidantes concentrados para a completa
eliminagdo da matriz. Porém, quando objetiva-se determinar halogénios, o uso
desses reagentes pode n&o ser adequado pois em meios acidos, esses elementos
podem formar espécies volateis (MATUSIEWICZ et al., 2003; MELLO et al., 2013).

3.3.1. Digestéao por via umida

Neste tipo de preparo, os acidos minerais sdo comumente utilizados visando a
posterior determinagdo elementar. Nesse caso, a matéria organica € oxidada e os
analitos permanecem em solucdo. Diferentes tipos de acidos podem ser utilizados,
como o acido sulfurico e o acido perclorico, sendo o acido nitrico o mais utilizado,
especialmente em frascos fechados. Além disso, misturas de acidos podem ser
empregadas, como por exemplo, acido cloridrico com acido nitrico para a digestéao de
amostras bioldgicas (BENKHEDDA et al., 2009; BIZZI et al., 2010; KNAPP et al.,
1998). A decomposigao por via umida pode ser feita em sistemas com frascos abertos
ou fechados, com aquecimento convencional ou por fontes de energias alternativas,
como as micro-ondas (COSTA et al., 2020; NAKASHIMA et al., 1988).

Os sistemas com frascos abertos de decomposi¢cao apresentam uma boa
frequéncia analitica, baixo custo, e possibilita a decomposi¢cao de maiores massas de
amostra quando comparados com os sistemas fechados. Porém, a utilizagdo de
sistemas com frascos abertos € mais propensa a riscos de contaminagao e perdas por
volatilizagédo, principalmente, de halogénios na forma de suas espécies volateis
(KRUG; ROCHA, 2019). Logo, uma alternativa para minimizar estas desvantagens é
a utilizacao de sistemas com frascos fechados (FLORES, 2014). Nestes sistemas, o

tempo de decomposigdo e os volumes de acido utilizados podem ser reduzidos,
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especialmente nos sistemas que utilizam micro-ondas, e por se tratarem de sistemas
fechados, os riscos de contaminacéao e perdas por volatilizagdo também sao reduzidos
(KRUG; ROCHA, 2019). Entretanto, vale ressaltar que quando se trata de
determinacao de halogénios, mesmo em sistemas com frascos fechados pode haver
a perda desses analitos e outras estratégias precisam ser utilizadas (FLORES, 2014;
FLORES et al., 2007; NOBREGA et al., 2002; KRUG; ROCHA, 2019).

3.3.2. Métodos de combustao em sistemas fechados

A reacdo de combustdo € considerada como uma reagao mais efetiva e
conveniente para a decomposicao de materiais organicos. Neste tipo de reacao,
ocorre a conversdo dos atomos de carbono e hidrogénio em seus produtos
subsequentes de oxidagao, ou seja, didéxido de carbono e agua, predominantemente
(FLORES et al., 2007).

A reacao de combustao ocorre em elevada temperatura, portanto, praticamente
todas as matrizes organicas podem ser decompostas nesse tipo de reagéo. Esse tipo
de reacgao resulta em solugdes com menor presenca de interferentes, devido ao uso de
elevadas temperaturas que causam a total decomposi¢ao da matriz amostral (KRUG;
ROCHA, 2019). Dentre os métodos de combustdo em sistema fechado pode-se
mencionar a bomba de combustdo, o frasco de Schoniger e a MIC, que sé&o
comumente utilizados para a combustdo de amostras majoritariamente organicas
(FLORES et al., 2007; KRUG; ROCHA, 2019; MELLO et al., 2012). No préximo item
sera dado maior foco para a MIC devido as varias vantagens quando comparada a
outros métodos de combustao em sistema fechado e por ter sido o método utilizado

nesse trabalho.

3.3.2.1. Combustéo iniciada por micro-ondas

A MIC foi proposta com o intuito de unificar as vantagens da digestao por via
umida e da combustdo em sistemas fechados, somados ao uso da radiagdo micro-
ondas como fonte alternativa de energia (FLORES et al., 2004). Este método de
preparo é amplamente utilizado para decompor eficientemente amostras
majoritariamente orgénicas e de dificil decomposicdo (FLORES et al., 2004).

Inicialmente, este método foi desenvolvido para posterior determinagcéo de metais e
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nao-metais em produtos farmacéuticos, utilizando um forno de micro-ondas doméstico
com o uso de oxigénio liquido (BARIN, 2003). Em seguida, o método foi adaptado
para um modelo industrial.

Uma das vantagens de utilizar a MIC é que, durante a combustdo das amostras,
temperaturas acima de 1000 °C podem ser atingidas, auxiliando na eficiéncia da
conversdo da matéria organica em gas carboénico e agua (KRUG; ROCHA, 2019).
Assim, é possivel decompor massas de amostra mais elevadas do que outros
métodos de combustdo em sistema fechado, contribuindo para a melhora de limites
de deteccdo (Limit of Detection — LODs) e limites de quantificacdao (Limit of
Quantification — LOQs). Outro fator que contribui para a melhora nos LODs e LOQs
diz respeito a obtencdo de baixos valores de brancos analiticos apds a
decomposicao por MIC devido a utilizagao de materiais fabricados com elevada pureza,
como frascos e suportes de quartzo, além de tampas de vedagdo de
politetrafluoretileno (Polytetrafluoroethylene — PTFE). Além disso, por ser um sistema
fechado ndo ha a necessidade de reposicdo de reagentes durante o preparo,
diminuindo consequentemente o consumo destes. Vale ressaltar que por meio da MIC
também ha a possibilidade de utilizagdo de solucdes diluidas para a absorgdo dos
analitos (KRUG; ROCHA, 2019; RONDAN et al., 2019).

Como o processo de decomposi¢cao se da pela reacdo de combustao e,
portanto, ndo requer o uso de acido concentrado para essa funcao, € possivel utilizar
solucbes mais adequadas as caracteristicas dos analitos e da técnica de
determinagao. No caso dos halogénios e outros ndo-metais, o uso de agua ou solugdes
alcalinas sao indicados (MELLO et al., 2013). Por fim, com este sistema é possivel
obter uma elevada frequéncia de analise em comparagao a outros métodos classicos
de combustao, com o frasco de Schoniger, por exemplo, visto que com o método de
frasco de Schoniger, é possivel decompor somente uma amostra por vez. Entretanto,
com o método MIC, em cerca de 25 min é possivel decompor eficientemente até oito
amostras simultaneamente. Ademais, geralmente, a solugao final € compativel com as

mais variadas técnicas de determinacao (FLORES et al., 2007).

3.4. Técnicas instrumentais para determinagao de nao-metais
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Diversas técnicas podem ser empregadas para a determinacdo de nao-metais.
Entretanto, alguns fatores importantes devem ser levados em consideragdo para a
escolha da técnica mais adequada ao objetivo da analise, tais como caracteristicas da
amostra, método de preparo de amostra utilizado, faixa de concentragdo e
caracteristicas dos analitos, possiveis interferéncias durante a etapa de determinacéao
e disponibilidade do equipamento (KNAPP et al., 1998; VARGA, 2007). Sdo exemplos
de técnicas instrumentais que permitem a determinacéo de halogénios: analise por
ativagao neutrénica instrumental (INAA), espectrofotometria de absor¢ao molecular na
regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), espectrometria de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES), cromatografia de ions (IC), ICP-MS e ISE. Dentre
as técnicas mencionadas, a IC destaca-se por suas vantagens quando comparada
com as outras técnicas de determinacéao, e sera dado maior enfoque pois foi a técnica

utilizada nesse trabalho.

3.4.1. Cromatografia de ions

A IC é uma técnica de separacado que se baseia no processo de troca idnica
entre uma fase movel e os grupos de troca ibnica, com cargas opostas, ligados a uma
fase estacionaria. A cromatografia idnica é utilizada tanto para a separacao de ions
inorganicos quanto ions organicos. Assim, quando um ion da resina de troca i6nica é
substituido por um ion contido na amostra, este permanece retido por um tempo com
carga fixa, e entdo é eluido a medida que a fase médvel passa pela coluna
cromatografica. Os diferentes ions contidos na amostra permanecem retidos por
periodos distintos, pois cada um tem o seu tempo de reteng¢ao na coluna e isso varia
de acordo com a afinidade desses ions com a fase estacionaria e com a fase movel,
para assim ocorrer a separagao dos analitos. Logo, para a separagado de anions, a
fase estacionaria, geralmente é composta por grupos amino quaternarios (COLLINS
et al., 2006).

A IC quando comparada a técnicas espectrométricas com plasma, por exemplo,
apresenta um baixo custo no que diz respeito a manutencdao e operacdo do
equipamento, visto que ndo € necessaria a utilizacdo de gases como o argbnio

(MOURA et al., 2021). Em contrapartida, a determinag&o de alguns elementos, como
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bromo e iodo em baixas concentragdes € limitada no que diz respeito a capacidade
de deteccdo. Além disso, quando sao utilizados detectores de condutividade na IC, a
etapa de determinagao pode ser afetada pela ocorréncia de algumas interferéncias,
como por exemplo, a presenga de alguns ions que possuem elevada condutividade,
além de dificuldade na separacao de ions interferentes que possuem o mesmo tempo
de retencdo dos analitos. Entretanto, estes problemas podem ser contornados a partir
da utilizagcdo de sistemas de supressdo de condutividade e gradientes de eluigéo
(MENDES, 2019). Além disso, a presenca de outras espécies ibnicas, além dos
analitos, podem também causar interferéncias durante as analises, como por

exemplo, a sobreposi¢céo de picos (COLLINS et al., 2006).
3.5. Métodos oficiais para quantificacao de nao-metais em folhas de plantas

A Associagao Oficial de Quimicos Analiticos (Association of Official Analytical
Chemists — AOAC) recomenda os métodos para a determinagcdo de elementos
quimicos nas mais variadas matrizes. Dentre eles, estdo os métodos oficiais 915.01
(HORWIT; LATIMER, 2005) para a determinagcdo de cloreto em plantas por
titulometria, 923.01 (HORWITZ; LATIMER, 2005) para a determinagao de enxofre em
plantas por gravimetria, e o método 975.04 (HORWITZ; LATIMER, 2005) para a
determinacao de fluoreto em plantas por potenciometria. Vale destacar que n&o ha
meétodos oficiais para a determinagao de bromo e iodo em folhas de plantas. Sendo
assim, a respeito dos métodos oficiais possiveis de serem utilizados neste trabalho, é
importante compreender que o método 915.01 recomenda a decomposi¢éo por via seca
com solucao de carbonato de sddio 5% como método de preparo de amostras, e a
titulacdo pelo método de Mohr como método de quantificacdo; o método 923.01
também recomenda a decomposi¢cdo por via seca com dissolugdo em HCI como
preparo e uma determinagao gravimétrica a partir da formagao de BaSOs; e 0 método
975.04 sugere a extragdo em HNOs diluido para determinagcdo por ISE. Esses
métodos oficiais apresentam as vantagens de utilizar equipamentos simples, mas sdo
métodos monoelementares, morosos, com combinacédo de reagentes concentrados
em volumes relativamente elevados, além de gerarem uma grande quantidade de

residuos. Nesse sentido, a proposi¢cao de métodos de analise que contornem essas
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desvantagens é uma tendéncia dentro da quimica analitica e também foi um dos

objetivos que motivou esse trabalho.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Instrumentacgao

Para o preparo das amostras de cha avaliadas por MIC foi utilizado um forno de
micro-ondas (modelo Multiwave 3000®, Anton Paar, Austria) equipado com um rotor
que permite utilizar até oito frascos, dispondo de sensores que permitem medir, em
tempo real, a presséo e temperatura meédia dos frascos. Foram utilizados frascos de
quartzo, com volume interno de 80 mL, que suportam pressao e temperatura maximas
de 80 bar e 300 °C, respectivamente. A Figura 1 demonstra os componentes utilizados

na MIC e o forno micro-ondas Multiwave 3000°.

Figura 1. Imagem demonstrativa do forno micro-ondas Multiwave 3000® e seus componentes (a)
frascos de quartzo com suportes de quartzo (b) frascos de quartzo com capa de protegao acoplados
ao rotor (c) equipamento de forno micro-ondas modelo Multiwave 3000. Fonte: Google Imagens.

Para realizar as decomposicdes das amostras por MIC, além dos frascos, é
necessaria também a utilizagao de dispositivos de quartzo que servem como suportes
para as amostras para que estas nao entrem em contato com a solugao absorvedora
utilizada (Figura 1a). Para tanto, estes dispositivos foram inseridos no interior de cada
frasco.

Para a determinacdo dos analitos, através das solugdes obtidas na MIC, foi



37

utiizado um cromatégrafo de ions (modelo ICS-5000+, Dionex/Thermo Fisher
Scientific, EUA) equipado com detector de condutividade (Dionex 1CS-5000+
Conductivity Detectors, Thermo, EUA). Para separagao dos ions foram utilizadas uma
coluna analitica (modelo lonPac® AS11-HC,4 um, 2 x 250 mm) e uma pré-coluna
(modelo lonPac® AG11-HC, 4 ym, 2 x 50 mm). Um cartucho gerador de KOH (EGC
500 KOH) foi usado como fonte de eluente. Para a supressdo de condutividade do
eluente foi utilizado uma supressora eletrolitica (membrana de 2 mm) com sistema de

autorregeneragao e um amostrador automatico AS-AP.

Para a execugao dos métodos oficiais, a instrumentacao utilizada foi um forno
mufla (ZEZIMAQ, Minas Gerais), chapas de aquecimento (IKA, RHB2, Synth, Sao
Paulo) e um potenciometro (HI 3221 Meter, Hanna Instruments, Sao Paulo),
acompanhado de um eletrodo ion-seletivo para fluoreto (HI 4110, Hanna Instruments,
Sao Paulo).

A respeito da instrumentacgao utilizada para a descontaminacdo dos filmes de
polietileno de baixa densidade (KL Embalagens, Brasil), utilizados para os invélucros
na MIC, e dos papéis filtro (Qualy 15 &, Jprolab, Brasil), foi utilizado um banho
ultrassénico com frequéncia de 40 kHz (modelo USC 2800 A, Unique, Brasil). A
secagem desses materiais foi realizada em uma capela de fluxo laminar classe 100
(modelo CFLH-09, Veco, Brasil). Os reagentes sélidos, vidrarias e as amostras foram
secas em estufa (modelo 400/2ND, De Leo, Brasil). Para lavagem das vidrarias e
descontaminagao dos materiais, foi utilizada agua ultrapura (18,2 MQ cm) obtida
através de um ultrapurificador de agua (modelo Simplicity® UV, Millipore, Merck KgaA,
Alemanha). Para a medigdo de massas de reagentes e amostras, uma balanga
analitica (modelo AY 220, Shimadzu, Japao) com carga maxima de 220 g e resolugéo
de 0,0001 g foi utilizada.

4.2. Reagentes

O preparo de todas as solugdes/diluicbes de amostras, foi realizado com agua
ultrapura. Para a descontaminagao do sistema do forno micro-ondas foi utilizado acido
nitrico concentrado (HNOs 65%, Synth, Brasil). O alcool etilico bidestilado (96°, GL,
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Hyplass, Brasil) foi utilizado para a descontaminacédo de papéis filtro, involucros e
vidrarias em geral, além dos recipientes de polipropileno utilizados para o
armazenamento das solug¢des digeridas.

A solugdo de nitrato de aménio (NH4sNO3 6 mol L"), utilizada como solugéo
ignitora para a execucdao da MIC, foi preparada a partir da dissolugdo do sal
correspondente (Merck, Alemanha). Para avaliagcdo da solugdo absorvedora a ser
utilizada no método proposto, solugdes de hidréxido de amodnio (NH4OH) foram
preparadas em diferentes concentrag¢des por diluicdo do reagente concentrado (NH3
27%, Synth). Para a pressurizagao dos frascos de quartzo utilizados para a combustao
das amostras por MIC, foi utilizado oxigénio gasoso com 99,96% de pureza (White
Martins, Brasil).

Para as determinagdes por IC-CD, as solugdes de calibragdo foram de 1,0 a
12 mg L? para SO4%, 0,1a 1,5 mg L" para CIe 0,05a 1,5 mg L" para F, Br e | que
foram preparadas pela diluicdo de solugdes padrao concentradas (1000 mg L™"). Estas
solugdes foram preparadas a partir das dissolugbes dos seguintes sais,
respectivamente, sulfato de sédio (Na2SO4, Synth), cloreto de potassio (KCI, Synth),
fluoreto de sodio (NaF, Synth), brometo de sodio (NaBr, Isofar, Brasil) e iodeto de
sédio (Nal, Isofar). Estas mesmas solugdes foram utilizadas nos ensaios de
recuperacao realizados durante a escolha da solugdo absorvedora e avaliagdo da
exatiddo do método. A exatiddo foi avaliada utilizando o material de referéncia
certificado (CRM — Certified Reference Material) BCR 060, planta aquatica.

A respeito dos métodos oficiais, para o preparo do método 915.01 (Cl), foram
utilizadas as solugdes de carbonato de célcio (CaCOs, 5%) a partir do reagente sélido
(CaCOs, Dinamica) e acido nitrico (HNOs, 1:4), a partir da solugdo concentrada (HNOs,
65%,Synth). Apds, para a determinagéo de cloro via titulometria, foram utilizadas as
solugdes de nitrato de prata (AgNO3 0,1 mol L") a partir do reagente (AgNOz, Merck),
solugéo indicadora de cromato de potassio (K2CrOs4, 40%) a partir do reagente
(K2CrOs4, Dindmica) e solugdo de cloreto de potassio (KCI 0,1 mol L") a partir do
reagente (KCI, Synth).

No método 923.01 (S) foram utilizadas as solugdes de nitrato de magnésio

hexahidratado (Mg(NQOz)26H20, 3,7 mol L") a partir de seu reagente solido e 4cido



39

cloridrico bidestilado p.a. (HCI, Merck). Para a determinagao de enxofre, foi aplicado o
método gravimétrico utilizando cloreto de bario (BaClz, 10%) a partir do reagente sdlido
(BaClz, Nuclear).

O método 975.04 teve como etapa preparo a utilizagcdo de acido nitrico nas
concentragdes de 0,2 e 0,05 mol L' a partir do reagente acido nitrico p.a. (HNOs,
Synth). Para a determinacéo de flior pelo método potenciométrico, foram utilizadas as
solugdes de hidroxido de potassio (KOH 0,05 molL™) a partir do reagente (KOH, Exodo
Cientifica, Brasil), citrato de sddio (NasCeHsO7 0,4 mol L') a partir do reagente
(NasCeHs07, Dindmica). A curva de calibragdo fltor utilizada foi de 0,05 a 1,5 mg L,

preparada com o sal de fluoreto de sédio (NaF, Synth).
4.3. Materiais diversos e procedimentos de descontaminagao

As vidrarias utilizadas na rotina do laboratério e na realizacdo dos métodos
oficiais, como recipientes para armazenamento das amostras e vidrarias foram
descontaminados por meio de imersédo em alcool etilico bidestilado em banho de
ultrassom por cerca de 20 min, a temperatura ambiente, seguido de lavagem com
agua ultrapura e secagem com jato de ar comprimido. Os papéis filtro, utilizados como
auxiliares de ignicao na MIC, assim como os papéis filtros utilizados para a filtragéo
nos métodos oficiais, foram submersos em alcool etilico bidestilado por 20 min em
banho ultrassénico, em temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi executado
para a descontaminagao dos filmes de polietileno de baixa densidade (Low Density
Polyethylene — LDPE) utilizados para envolver as amostras na forma de involucros (8
x 8 cm) durante o processo de decomposigao por MIC, dos filtros cromatograficos de
PTFE com didmetro de poro de 0,2 um (Filtrilo, KASVI, Paranda) utilizados para a
filtragem das solugdes digeridas previamente a analise por IC-CD, dos frascos de vidro
utilizados para o armazenamento das amostras, bem como das ponteiras utilizadas
nas micropipetas. Apds as etapas de descontaminacdo, todos os materiais foram
enxaguados com agua ultrapura para a remog¢ao do excesso de alcool e secos em
estufas a 60 °C.

No sistema utilizado para o método de MIC, todos os componentes utilizados,

como tampas de PTFE, frascos e suportes de quartzo, foram descontaminados com
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6 mL de HNOs 65%, sob aquecimento em forno micro-ondas. O programa de
irradiacao utilizado neste estudo foi de 1400 W por 10 min, para o aquecimento,
seguido de uma etapa de 0 W por 20 min, para o resfriamento do sistema. Apds isso,
este mesmo processo foi realizado contendo 6 mL de agua ultrapura como solugéo,

para que houvesse a diminui¢ao da acidez residual do sistema.
4.4. Amostras

Neste estudo, foram utilizadas amostras de chas em sachés, todas da mesma
marca, nas espécies de Camelia sinensis (cha preto e cha verde), Melissa offinalis
(cha de capim-cidreira), Peumus boldus (cha de boldo) e Mentha arvensis L. (cha de
horteld), adquiridas no comércio local da cidade de Pelotas/RS, conforme
demonstradas na Figura 2. Estas amostras foram definidas para a execugédo deste
trabalho por estarem entre os tipos de chas mais consumidas do Brasil (CERQUEIRA,
et al., 2020). Dois procedimentos iniciais foram realizados, sendo uma parte das
amostras destinada ao preparo das suas infusdes (extragdo) e outra parte destinada
a secagem em estufa para a posterior decomposi¢gdo. Ambas as fragées foram
analisadas por IC-CD.

Para a secagem, as amostras foram submetidas a 60 °C em estufa por
aproximadamente 24 h, até peso constante. Entdo, a amostra foi moida em gral de

porcelana com pistilo e, posteriormente, armazenada em frascos de polipropileno.
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Figura 2. Amostras obtidas no centro comercial de Pelotas/RS e removidas dos sachés (a) cha verde
(b) cha preto (c) cha de erva-cidreira (d) cha de boldo (e) cha de hortela.

4.5. Preparo de amostras de cha por infusao

Para o preparo das infusdes foi utilizada agua ultrapura seguindo as instrugdes
da embalagem de cada produto. Para isso, as amostras foram retiradas dos sachés,
para a diminuigao dos riscos de contaminagao cruzada durante o preparo. Foi pesada
aproximadamente 1 g de amostra, referente a todo o conteudo contido nos sachés
das embalagens comerciais. Posteriormente, a amostra foi depositada em béqueres
previamente descontaminados e imersa em 130 mL de agua ultrapura a 100 °C por
aproximadamente 5 minutos, conforme recomendacao do fabricante. Apds isso, as
solugdes foram filtradas com papel filtro previamente descontaminados e coletadas
em frascos de polipropileno.

Para a decantacado de solidos suspensos contidos nas amostras, e facilitacdo
no processo de filtragem, estas foram submetidas a um processo de centrifugagéo a
12 000 rpm pelo periodo de 2 minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi coletado
e filtrado com filtros de seringa de PTFE, em seguida foram diluidos e analisados por
IC-CD.
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4.6. Otimizagao da MIC para o preparo de amostras de cha

Foram estudados diferentes aspectos para execug¢ao da MIC, sendo o primeiro
a maneira de introducdo da amostra no sistema (invélucro ou comprimidos) e a massa
maxima de amostra que pode ser eficientemente decomposta no sistema. Para o
invélucro, foram avaliadas as massas de 100 e 200 mg de cha preto. A confecgao dos
invélucros consistiu em depositar a amostra sobre um filme de LDPE, os quais foram
selados com fonte de aquecimento. Para as amostras na forma de comprimido foi
utilizada uma prensa hidraulica (SSP-10, Shimadzu, Japao) a 60 kN, variando a
massa de amostra de cha de 500 a 1000 mg. As amostras (invélucro e comprimido)
foram depositadas na base de suportes de quartzo, sobre um disco de papel filtro
previamente umedecido com 50 uL da solugédo ignitora (NHsNO3 6 mol L"), os quais
foram introduzidos nos frascos de quartzos contendo 6 mL de agua ultrapura. Apds,
os frascos foram fechados e fixados ao rotor para serem pressurizados com 20 bar de
O2 e submetidas a uma irradiagéo de 1400 W em um programa teste, a fim de avaliar
o tempo necessario para a total combustdo da amostra, seguido de um arrefecimento
do sistema.

Para a escolha da solugdo absorvedora, foram avaliadas agua ultrapura e
NH4OH (25 mmol L', 50 mmol L',100 mmol L' e 150 mmol L'). A escolha da
concentracdo mais adequada da solugao absorvedora foi realizada com base em
ensaios de recuperagdodos analitos, em que foram adicionadas solugdes padrdes
contendo o equivalente a 25%, 50% e 100% da concentracdo inicial dos analitos
presentes na amostra. Os ensaios de recuperacao foram realizados com a adi¢ao de
70 uL de uma solucdo padrao multielementar, anteriormente a etapa de preparo de
amostra, conforme demonstrada na Figura 3. As concentragcbes determindas por IC-
CD, ap6s a decomposigdo da amostra, utilizando diferentes solu¢des absorvedoras

sao apresentadas na Tabela 5, secado 5.1.3 deste trabalho.
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Combustac da amostra em
diferentes solugdes absorvedoras
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Figura 3. Diagrama demonstrativo das etapas realizadas para a avaliagao da solugao absorvedora.

A determinacao dos elementos Br, Cl, F, | e S foi realizada a partir da conversao
dos analitos para a forma de ions (Br, Cl, F- e SO4%) que sado formados durante a
etapa de combustéo, esta conversao foi realizada conforme MESKO, et al. (2008).
Sequencialmente, as solugdes obtidas foram avolumadas a 25 mL e analisadas por
IC-CD. As condigdes de preparo da amostra foram otimizadas com a amostra de cha
preto, e o programa de irradiagao foi adaptado do trabalho de COSTA, (2017) definido
nas seguintes etapas: i) 1400 W por 50 s (etapa de ignigao), i)) 0 W por 3 min (etapa
de combust&o), iii) 1400 W por 5 min (etapa de refluxo) e iv) 0 W por 20 min (etapa de

resfriamento).

4.7. Parametros de mérito analitico: faixa linear, limites de quantificagao e de

deteccao, exatidao e precisao

Apos o estabelecimento dos parametros para o preparo das amostras de chas
(massa maxima decomposta, forma de inser¢ao da amostra no sistema, concentragao
da solugao absorvedora e programa de irradiacao), foi realizada a verificagao de
algumas figuras de mérito que fazem parte da validagdo analitica de métodos,

determinadas pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
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(INMETRO) para a validagao de métodos analiticos (INMETRO, 2018). A faixa linear
de trabalho foi definida de acordo com a sensibilidade da técnica e a faixa de
concentracido dos analitos presentes nas amostras.

Os LODs do método desenvolvido foram calculados de acordo com o método
sugerido também pelo INMETRO (INMETRO, 2018). A equagdao 1 mostra os
parametros utilizados para a realizagao do calculo, obtidos através da mensuracao da
concentragao em solugéo dos brancos analiticos. Em que X representa a média de dez
medidas da concentracdo dos brancos, t é distribuicdo de Student que depende do
tamanho da amostra (n-1) e do grau de confianga (1-a), e s representa o desvio-
padrao amostral dos brancos na amostra. O limite de quantificagdo, demonstrado pela
equacao 2, mostra os parametros utilizados para a realizagao do calculo que utilizam
valores obtidos através da medicdo da concentragdo em solugado dos brancos da
amostra. Para obter o resultado em massa (mg kg') foi considerado o volume de
afericdo das solugdes obtidas apds a decomposicao, e a massa da amostra utilizada
no método desenvolvido.

LOD=X+ {1, 1-c) X 8 (1)
LOQ= x +10s (2)

A exatidado foi avaliada através da realizagdo da decomposicdo de um CRM
de planta aquatica para avaliar a concordancia nas concentragoes dos analitos. Além
disso, este CRM contém valores informados de concentragdes de todos os analitos,
exceto iodo. Para este elemento, adicionou-se uma concentracdo conhecida de
brometo e iodeto previamente a decomposigdo do CRM, equivalente a 100 mg kg™’
deste analito no material de referéncia. Portanto, foi comprimido 100 mg de um CRM
com composi¢cdo semelhante a amostra (BCR 060, planta aquatica), o material foi
decomposto pelo método de MIC.

Para a elaboragdo do comprimido de CRM, 50 mg de amostra foram
adicionadas em um pastilhador, e em seguida foi pipetado uma aliquota de 70 pL na
amostra da solugdo de Br e I com a concentragdo supracitada (100 mg kg™) e,
sobreposta a esta aliquota, foi adicionada a outra fragdo da amostra (50 mg). A
amostra foi submetida a uma compressao em prensa hidraulica com uma pressao de
60 kN.
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A avaliacao de precisdo das medidas obtidas com o método desenvolvido foi
feita realizando o calculo de desvio padréo (Standard Deviation — SD) e desvio padrao
relativo (Relative Standard Deviation — RSD), a fimde calcular a dispersdo dos
resultados. Onde: X representa a média das medidas; X1, X2 e Xn representam
medidas individuais, e n representa o numero de replicatas. As equacdes utilizadas

estdo demonstradas na Equacéo 3 e 4:

)2

_ [+ x0)PH (& X)L H(RE X
o= [EFeE

n-

(3)
RSD = 30;100 @)

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
8 (ANOVA/teste de Turkey, nivel de confiangca de 95%) e (Teste Student, nivel de
confianca 95%).

4.8. Determinacgao de halogénios e enxofre por IC-CD

Diante do exposto na Tabela 2, sdo apresentadas as condi¢gdes operacionais
do cromatégrafo utilizado. Essas condigbes foram baseadas em trabalhos prévios
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa (MESKO, et al., 2019).

Tabela 2. Parametros operacionais para a determinagéo da concentragao total de halogénios na forma
de F, CI, Br e I e enxofre na forma de SO4> por IC-CD.

Parametros Condigao
IC-CD

Fase movel KOH

Gradiente da fase movel 5 a 90 mmol L
Vazao de eluente (mL min") 0,28

Volume da injegao (uL) 50

Tempo de analise (min) 33

Método de integracdo do sinal Area do pico

Modo de detecgao Condutividade
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4.9 Preparo das amostras de cha por métodos oficiais

Para a execugao do método 915.01 da AOAC que objetiva a determinacéo de
cloreto em plantas, incialmente foram pesados 5 g de amostra e adicionados 20 mL
de CaCOs (5%). Ap0s isso, a amostra foi calcinada em forno mufla com temperatura
de 500 °C por aproximadamente 4 h. Apés a amostra atingir temperatura ambiente,
foi realizada a extragdo do analito com agua ultrapura aquecida a 100 °C. Para a total
dissolugdo da amostra foi adicionado acido nitrico (HNOgs, 1:4 v/v). A amostra foi
filtrada e diluida, em seguida foi realizada a titulagdo com solugéo de nitrato de prata
(AgNO3 0,1 mol L"), previamente padronizada com solugdo de cloreto de potassio
(KCI, 0,1 mol L") e solugao indicadora de cromato de potassio (K2CrQOas, 40%). O ponto
final dessa reagao é indicado pela formagao de uma solugéo de coloragao vermelho-
tijolo, resultante da formagéo de Ag2CrO4 apds toda a precipitagdo de AgCl. Vide

equacodes de reacdes 5 e 6.
Cl'@q) + Ag*(aq) S AgCls) (5)
2Ag exc(aq) + CrO4?*(aq) = Ag2CrO4s) (6)

A determinacgao da concentracao é dada a partir da equacao:

ppm CI'(mg.L'1 ) - (a-b) :/:Am* 35453 (7)
Onde,
a = volume de solucado de AgNOs3 gasto na titulagdo da amostra
b = volume de solugdo de AgNOs gasto na titulagdo do branco
M = concentragdo molar da solugdo de AgNOs previamente padronizada

Vam = volume utilizado na amostra

Para a determinagdo de fluor (975.04, AOAC), foram pesados 0,25 g de
amostra e adicionados 20 mL de HNOs3 (0,05 mol L") sob agitagdo magnética pelo
periodo de 20 min. Em seguida, foram adicionados 20 mL de KOH (0,1 mol L") sob

agitacao durante 20 min. Apos isso, foram adicionados 5 mL de solugdo de citrato de
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sodio (Nas3CeHs07 0,4 mol L') também com agitador magnético pelo periodo de
20 min. Apés isso, a solucao foi diluida e analisada por ISE por meio da equacéo:

(8)

)= (C-010"25
m

ppm F (mg.L"

Onde,

C = concentragdo ppm (mg L") F da curva
0,10 = corregéo de fundo ppm (mg L") de F na solugio final
25 = volume final da solugéo (mL)

m = massa da amostra (g)

Para enxofre (923.01, AOAC), foi pesado 1 g de amostra e adicionados 15 mL
de solugédo de nitrato de magnésio hexahidratado ((MgNO3)6H20, 3,7 mol L). A
solugdo foi mantida em aquecimento em uma temperatura de
aproximadamente 180 °C durante 40 min. Em seguida, ainda quente, a amostra foi
submetida ao processo de calcinagdo por aproximadamente 2 h (tempo suficiente
para que a amostra apresentasse aspecto branco, conforme orientado pelo método
oficial). Para a dissolugado da amostra, esta foi aquecida e adicionado HCI p.a até que
nao houvesse mais particulas solidas na solucdo. Em seguida, a amostra foi filtrada e
avolumada em baldo volumétrico de 250 mL utilizando agua ultrapura. Foi retirada
uma aliquota de 200 mL da amostra, aquecida até o ponto de ebulicdo sob agitacao
magnética, e adicionados 40 mL de BaClz gota a gota. Apds a adigdo, a amostra ficou
em agitacdo durante 15 min. Adicionou-se 20 mL de agua ultrapura quente para a
obtencao do precipitado. A amostra foi armazenada em estufa de aquecimento pelo
periodo de 5 h. Para a separacao do precipitado, foi utilizado um processo de filtragao
utilizando agua ultrapura quente para a lavagem do precipitado. Apds isso, os filtros

com o precipitado foram secos em estufa e pesados até atingirem peso constante.

Este método baseia-se na decomposicdo da amostra em um forno mufla
causando a formagao de MgSOa4 a partir do enxofre presente na amostra. O HCI age
como agente solubilizante de MgSO4 para a posterior determinagéo pela formagéo de

precipitado, e pesagem de BaSO4. Este método pode ser expresso a partir das
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reacdes de equacdes 8 e 9. Além disso, a concentragao obtida pode ser dada a partir

da equacao 10.

(MgNQ3).6H20 + S < MgSOs4 + NO3 (9)
MgSOs + BaClz s BaSO4 + MgCl2 (10)
S = massa do precipitado * 0,1374 (11)

Onde 0,1374 ¢é o fator de corregao para a determinagao de enxofre via método

gravimetrico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Desenvolvimento de método para a determinagao de halogénios e enxofre

em chas por IC-CD apés decomposi¢ao por MIC

A MIC tem se demonstrado como uma ferramenta bastante adequada para o
preparo de amostras visando a posterior determinacéo da concentracao total de nao-
metais em varios tipos de amostras (liquidas, semissolidas ou solidas) com diferentes
composi¢des (OZBEK, et al., 2015; MESKO, et al., 2020a; MESKO, et al., 2020b).
Apesar disso, € sempre necessario que sejam avaliados alguns parametros
especificos para cada caso, tendo em vista que cada método de preparo tem sua
especificidade. S&do exemplos disso, a massa maxima de cada amostra que é possivel
decompor utilizando a MIC e a melhor forma de introdugao no sistema, bem como a
composi¢ao e concentragao da solugao absorvedora.

Vale ressaltar que o comportamento da reagdo de combustao varia de acordo
com a composicdo da amostra. Assim, em alguns casos, mesmo a utilizagdo de
massas consideradas baixas pode acarretar chamas intensas, capazes de danificar o
sistema. Ainda, vale ressaltar que a escolha inapropriada de uma solugao absorvedora
pode causar a absorg¢ao incompleta dos analitos, gerando resultados inexatos e nao
reprodutiveis. Desta forma, neste capitulo sdo apresentados os principais resultados
obtidos para o desenvolvimento de um método para a determinagéo de halogénios e
enxofre em chas utilizando a cromatografia de ions com detecg¢édo condutimétrica (IC-
CD).

5.1.1. Avaliacdo das infusdes

Inicialmente, foram realizadas infusdes dos cinco tipos de chas, utilizando o
procedimento descrito pelo fabricante, para selecionar a amostra com maior
concentracado de halogénios e enxofre, visando utiliza-la nos estudos subsequentes
para otimizacdo dos principais parametros da MIC. Na Tabela 3, séo apresentadas as
concentragdes (mg L") de Cl, F e S obtidas para cada infusdo. Bromo e iodo n&o foram

detectados nas infusoes.
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Tabela 3. Concentragdes de cloro, fluor e enxofre nas infusdes de cha (média + desvio padrao, n=3).

Tipos de Concentragao (mg kg™')
chas Br Cl F | S
Boldo - 1767 £ 113 < 9* - 639 + 11
Erva-cidreira - 4041 + 24 < g* - 930+2
Hortela - 6821 + 32 < 9* - 3401 + 89
Verde - 506 + 8 223+ 4 - 2116 £ 10
Preto - 529+ 9 828+ 6 - 2123 £ 4
*LOQ

Dentre as amostras avaliadas, € possivel observar que foi possivel quantificar
Cl e S em todas as amostras. Esse comportamento ja era esperado, tendo em vista
que estes elementos fazem parte do ciclo bioquimico das plantas (Chen, et al., 2010;
Chao, et al., 2014).

A amostra de cha preto foi a amostra que apresentou maior concentragao de
flior (6,84 mg L-"). Além disso, esse resultado esta de acordo com estudos reportados
na literatura que correlacionam o avango de casos de fluorose éssea, na China, com
0 consumo excessivo de cha preto (CAO, et al., 2005), o que reforga a importancia da
avaliacao da concentracao de fluor neste tipo de cha. Portanto, tendo em vista que ClI,
F e S foram detectados apenas nas infusbes de cha verde e cha preto, e que Br e |
nao foram detectados em nenhuma das infusdes analisadas, a amostra de cha preto

foi selecionada para os estudos subsequentes de desenvolvimento do método.

5.1.2. Avaliacdo da massa maxima de amostra possivel de ser decomposta por MIC

Para os testes de avaliagdo da massa maxima de amostra na forma de
invélucro nao foi possivel decompor massas superiores a 100 mg (Figura 3 a). Quando
utilizadas massas superiores a esta, a amostra apresentou irreprodutibilidade nas
queimas, além de causar danos as tampas de vedacdo do sistema, conforme

demonstrado na Figura 3b.
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Figura 4. (a) Amostras de 100 mg de cha preto na forma de invélucro (b) danificagdo na tampa de
vedacgao causada pela decomposicao das amostras quando utilizadas massas superiores a 100 mg na

forma de invélucro.

A prensa hidraulica utilizada para a confecgdo dos comprimidos permitia a
utilizacdo de no maximo até 500 mg de amostra, portanto, para obter comprimidos
com massas superiores a 500 mg, foram feitas combina¢des de massas, como por
exemplo, 1 comprimido de 500 mg somado a 1 comprimido de 100 mg foram
sobrepostos e depositados sobre o suporte de quartzo para a obtengao de uma massa
de 600 mg, e assim sucessivamente para as demais massas, conforme demonstrado

na Figura 4.

a b

Figura 5. (a) Amostra na forma de comprimido com massa de 500 mg (b) amostra na forma de
comprimido com massa de 600 mg utilizando comprimidos sobrepostos de 500 e 100 mg para a

obtengao de maiores massas de amostras.

Para massas de amostra superiores a 700 mg na forma de comprimido foi

necessario um tempo maior para que a combustao da amostra fosse finalizada e um
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novo ciclo de irradiagao fosse iniciado, dando sequéncia a etapa de refluxo da solugao
absorvedora. Durante a realizacdo desta etapa, foi observado que havia amostra
remanescente no suporte, conforme a Figura 5, e caso o processo de refluxo fosse

iniciado a combustio seria cessada.

: *
¢ )
N

Figura 6. Aspecto visual da amostra ainda em processo de combustdo apos etapa de
irradiagcao.

Para massas de amostra de 500 mg, o tempo de combustéo foi de 87 s, para
700 mg de 120 s, e para 900 mg de 180 s, e o tempo de igni¢do para todas as massas
foi entre 6 e 10 s. Assim, considerando o tempo de combustdo para a massa de
900 mg, o seguinte programa de irradiagao foi estabelecido, conforme apresentado na
Tabela 4.
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Tabela 4. Programa de irradiagdo com micro-ondas utilizado para a combustao de amostras de cha.

Etapa Poténcia (W) Duracgao Exaustao

1 (ignigcéo) 1400 50s Ventilagdo 1
2 (combustéo) 0 3 min Ventilagéo 1
3 (refluxo) 1400 5 min Ventilacdo 1
4 (resfriamento) 0 20 min Ventilagao 2

Taxa de aumento de presséo: 0,8 bar s1; temperatura maxima: 280 °C; pressdo maxima: 80 bar.

ApOs a etapa de ignigao (realizada com uma poténcia de 1400 W por 50 s), foi
adicionada uma nova etapa sem irradiagdo com micro-ondas, por 3 min, para que a
amostra pudesse ser completamente decomposta. Comportamento semelhante foi
observado para amostras com compostos que apresentavam cinética de combustao
mais lenta (COSTA, 2017).

Com a introdugado da amostra no sistema na forma de comprimido, foi possivel
obter uma combustdo completa de até 900 mg de amostra, sem causar danos ao
sistema, conforme demonstrado na Figura 6a. Para massa de amostra de 1000 mg
nao foi possivel obter uma combustdo completa, demonstrada pelo residuo

remanescente no suporte de quartzo, conforme demonstrado na Figura 6b.
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Figura 7. (a) Solugao obtida ap6s decomposi¢do de 900 mg (500 mg + 400 mg) de amostra de cha. (b)
residuo apresentado em suporte de quartzo apés a decomposigéo de 1000 mg (500 mg + 500 mg) de

amostra de cha.

Vale ressaltar que durante as decomposi¢des das diferentes massas de
amostra, a pressdo maxima alcangada e o aspecto final da solugdo foram observados
para controlar a seguranca e a efetividade da decomposigdo. A pressao maxima
obtida para a combustdo de 900 mg de cha foi de 30,4 bar (sendo 80 bar a pressao
maxima recomendada pelo fabricante), demonstrando que o método é seguro em
termos de condi¢cdes de operacdo. A avaliacdo do aspecto da solugdo oriunda da
decomposicéao foi feita de maneira visual. Sendo assim, a coloragdo da solugao, a
presenca de residuos no frasco e no suporte das amostras, a proje¢cao da amostra na
parede dos frascos, e a presenga de fuligem em excesso, foram levadas em
consideragao no fim do processo. Foram consideradas adequadas as decomposicoes
em que as solugdes apresentaram aspecto limpido, sem a presenca de material néo

decomposto e fuligem, conforme demonstrado na Figura 7a.

5.1.3. Escolha da solugao absorvedora
A escolha da solugdo absorvedora mais apropriada utilizando 900 mg de
amostra, foi feita a partir de ensaios de recuperagdo em que adicionou-se

concentragcdes conhecidas dos analitos, nos niveis de concentracao de 25, 50 € 100%.
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A seguir, sera discutida esta escolha, e os valores obtidos na etapa inicial desta

avaliagdo estdo apresentados na Tabela 5.



Tabela 5. Concentracdo dos analitos na amostra de cha preto determinadas por IC-CD apds a decomposi¢cao por MIC utilizando diferentes solugdes
absorvedoras (média + desvio padrédo, n=3).

Solugao absorvedora

Concentragio (mg kg™)

Br Cl F I S
Agua ultrapura < 42* 506 + 152 779 £ 10° < 80* 2392 + 112
NH4OH 25 mmol L™ < 42* 546 + 232 865 + 302 < 80* 2394 + 192
NH4OH 50 mmol L <42* 540 + 372 822 + 162 < 80* 2397 + 312
NHsOH 100 mmol L™ <42* 548 + 212 835+ 192 < 80* 2399 £ 172
NH4OH 150 mmol L™ <42* 562 + 152 823 + 112 < 80* 2394 + 232

*LOQ

ab| etras minusculas iguais na coluna ndo possuem diferenga significativa (ANOVA/Teste Tukey, nivel de confianga de 95%)
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Como pode ser observado na Tabela 5, para o teste com agua ultrapura como
solucado absorvedora, a concentracao de fluor foi inferior e diferiu estatisticamente
(p<0,05) comparada as demais solugdes. Isso indica que a agua pode nao ter sitios
de interagao (H") suficientes que sejam capazes de absorver, ou ligar-se ionicamente,
com todos os ions do analito presente na amostra. Além disso, vale ressaltar que nao
foi possivel quantificar bromo e iodo na amostra, independente da solugao
absorvedora avaliada pois as concentracbes estavam abaixo do limite de
quantificagédo do método.

A definicdo de concentragdo da solugcédo padrao foi feita partindo dos valores
obtidos nas solugdes absorvedoras de NH4OH, visto que para as concentragdes dos
analitos nestas solugdes (25, 50, 100 e 150 mmol L"), ndo houve diferencga estatistica
(p<0,05) nas concentragdes de ClI, F e S. Portanto, a partir das concentragdes obtidas
nesta etapa inicial, estas concentragdes foram adicionadas a amostra em niveis
diferentes (25, 50 e 100%) para todas as outras solugdes absorvedoras avaliadas. As
solugdes finais obtidas também foram analisadas por IC-CD.

Os resultados dos ensaios de recuperagao obtidos estdo representados na
Figura 7. As concentragdes adicionadas representam 100% da concentracado dos
analitos, previamente determinadas na amostra. Para o ensaio de recuperagcao de
bromo e iodo, foi adicionada uma concentracio que representou 5x o LOQ para bromo
e 2,5x 0 LOQ para iodo, tendo em vista que estes analitos ndo foram detectados na
amostra analisada. O brometo € um ion que sofre interferéncia cromatografica do
nitrato devido a sua alta concentracio, causando a coelui¢ao do pico de brometo. Para
que essa interferéncia nao ocorresse, foi aumentada a concentracdo de brometo.

Na Figura 7, as barras maiores representam as médias de recuperagao obtidas
e as barras de erros representam o desvio padrao das medidas. Como pode ser visto,
a utilizagcado de agua ultrapura como solugao absorvedora ndo propiciou recuperagao
satisfatéria para flior (40%), e o mesmo comportamento se repete para solugdes de
25 e 50 mmol L' de NH4OH (40 e 80%, respectivamente). Por outro lado, quando a
solugéo absorvedora de NH4OH 100 mmol L foi utilizada, foi obtida uma recuperacao
de 102% para fluor, para cloro foi obtida recuperacao de 101%, para enxofre e bromo

foram obtidas recuperagdes de 103 e 100%, e para iodo foi obtida uma recuperagéao
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de 95%. A cerca da solugdo absorvedora de 150 mmol L', foram obtidas
recuperacoes de 101% para fluor, 103% para cloro, 102% para enxofre, 104% para

bromo e 105% para iodo.

120 =

100

80

60

40

Recuperacgao (%)

20

H,0 25 50 100

NH,OH (mmol L)

Solucgao absorvedora

Figura 8. Recuperagbes obtidas para (m) fltor, (m) cloro, (m) enxofre, (m) bromo e (m) iodo em cha

preto apds o preparo por MIC utilizando diferentes solugbes absorvedoras para o nivel de adicéo de
100%, (n=3).

As baixas recuperacdes para fluor podem estar associadas aos baixos valores
de pH nas solugbes absorvedoras de agua ultrapura, 25 mmol L' e 50 mmol L' de
NH4OH que apresentaram um pH de 2, 3 e 3, respectivamente. Essa baixa
recuperagdo obtida nessas solu¢des absorvedoras se deve ao fato da formacgéo de
espécies volateis em meio acido reduzindo significativamente a recuperagédo deste
analito (FLORES et al., 2020; MELLO et al., 2013; TJABADI; MKETO, 2019). A acidez
da solugao pode estar relacionada a matriz amostral, tendo em vista que fatores como

ions livres em solugao e teor de gas carbdnico dissolvido podem afetar diretamente o



59

pH da solugcdo (SKOOG et al., 2018). Sendo assim, apenas quando utilizadas
solu¢cdes com maiores concentragdes (100 e 150 mmol L' NH4OH) foi possivel obter
uma recuperacgao satisfatéria para todos os analitos. Os valores de pH para estas
solucgdes foram em torno de 8.

Foram realizados ensaios de recuperacdo para os niveis de 50% e 25%
adicionando uma solugcado padrdo contendo concentracido conhecida dos analitos
presentes na amostra. Para o nivel de 50%, é possivel observar as recuperagoes
obtidas na Figura 8, em que para a solugdo absorvedora de 25 mmol L-! foram de 97%
para F, 105% para Cl, 105% para S, 104% para Br e 103% para |. Para a solucdo
absorvedora de 50 mmol L foram obtidas recuperacdes de 102% para F, 107% para
Cl, 103% para S, 103% para Br e 105% para |I. Com a solugdo de 100 mmol L' foi
possivel obter recuperagao de 104% para F, 106% para Cl, 102% para S, 103% para
Bre 102% para |, e para 150 mmol L', obteve-se recuperacdes de 102% para F, 105%
pra Cl, 104% para S, 101% para Br e 102% para I.
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Figura 9. Recuperacgbes obtidas para (m) fluor, (m) cloro, (m) enxofre, (m) bromo e (m) iodo em cha

preto apds o preparo por MIC utilizando diferentes solugbes absorvedoras para o nivel de adicdo de
50% (n=3).

Para as recuperacdes no nivel de 25%, conforme a Figura 9, as recuperagdes
foram obtidas na solugdo absorvedora de NH4OH 25 mmol L' foram de 101% para
F, 106% para Cl e S, 108% para Br e 103% para |. Para a segunda solugao
absorvedora avaliada (NH40OH 50 mmol L") as recuperagdes foram de 104% para F,
103% para CI, 105% para S, 107% e 103% para Br e I. No que diz respeito as
recuperagdes obtidas na solugdo de 100 mmol L', foi possivel obter os respectivos
valores, 104% para F, 108% para CI, 107% para S, 105% para Br e 103% para |. Por
fim, para a solugédo de 150 mmol L', as recuperagdes foram de 103% para F, 107%
para Cl, 109 e 101% para S e Br, e por fim, 102% para I.
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Figura 10. Recuperacgdes obtidas para (m) fldor, (m) cloro, (m) enxofre, (m) bromo e (m) iodo em cha

preto apds o preparo por MIC utilizando diferentes solugbes absorvedoras para o nivel de adicdo de
25%, (n=3).

Além disso, foram avaliados os RSDs e o valor obtido para as solugdes de agua
ultrapura, 25 e 50 mmol L' foi de 3%, e para as solugdes de 100 e 150 mmol L™ foi
de 5%. Apesar de as solugdes de 100 e 150 mmol L' apresentarem um valor de RSD
maior, cabe salientar que estas foram as solu¢des que apresentaram adequabilidade
para a absorcdo de todos os analitos, sendo assim a solugdo de 100 mmol L foi
escolhida como condicdo do método por ser mais diluida quando comparada a

solugéo de 150 mmol L.

Adicionalmente, em relagcdo aos valores de recuperacdes obtidos nesta etapa
do estudo, destaca-se que para os diferentes niveis (25, 50 e 100%), os valores de
recuperacao estao dentro dos critérios de aceitagdo previstos na orientagcdo de
validacdo de métodos do INMETRO, que prevé como critério de aceitagao
recuperacdes no intervalo de 90 a 107%, para amostras com concentragdes de
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analitos a partir 100 mg kg'. Sendo assim, é possivel afirmar que o método
desenvolvido demonstra exatiddo satisfatoria para posterior quantificacdo de
halogénios e enxofre em chas (INMETRO, 2020).

5.1.4. Faixa linear de trabalho, limites de detecgao e quantificagcao, analise de CRM
A linearidade do método foi dada a partir da avaliagdo da curva de calibragao
dos analitos, diluidos em agua ultrapura, conforme a sensibilidade da técnica de
determinacao, nesse caso, a IC-CD. Na Tabela 6 sdo apresentadas as faixas de
trabalho utilizadas para a execugao do trabalho, e seus respectivos coeficientes de

correlagao linear (r).

Tabela 6. Faixas de trabalho e coeficientes de correlagéo linear obtidos no trabalho desenvolvido.

Analito Faixa de trabalho (mg L") Equacao da reta r
Br 0,05-1,5 y = 0,9952x + 0,0051 0,99946
Cl 0,1-1,5 y = 1,0208x — 0,0221 0,99706
F 0,1-1,5 y =0,9711x - 0,0182 0,99780
I 0,1-1,5 y = 1,0001x — 0,0001 0,99570
S 1,0-12 y = 0,9999x — 0,0009 0,99535

Dado os valores expostos acima, € possivel observar que os coeficientes
lineares obtidos neste trabalho foram adequados, para todos os analitos, dentro da
faixa estabelecida de r > 0,990 pela ANVISA (2017).

A respeito das concentracbes dos analitos obtidas a partir da avaliagdo do
CRM, a concentragao informada de bromo correspondia a 20 mg kg™' de bromo, uma
concentracdo abaixo do LOQ do método para este analito. Devido a baixa
concentragdo deste elemento presente no CRM e a dificuldade na determinacdo de
brometo que sofre interferéncia pelo nitrato na cromatografia de ions, foi adicionada
uma aliquota de solugao padrao com concentragao conhecida do analito, equivalente
a 100 mg kg de bromo no CRM, previamente a decomposigdo. Vale destacar que
para iodo nao havia concentracao informada deste analito, portanto, adicionou-se uma
solucao de concentragao conhecida, equivalente a concentracdo em massa de 100

mg kg™! de iodo.
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Adicionalmente, por se tratar de uma amostra botanica, compreende-se que a
concentragao de espécies nitrogenadas pode ser elevada, devido a necessidade das
plantas em obter altas concentragdes de nitrato e aménio para ter um bom
crescimento (Singh, et al., 2022). Além disso, no preparo da MIC a solugao ignitora
utilizada neste método € composta por nitrato de aménio, o que pode influenciar no
aumento da concentragdo de nitrato na amostra. Esse aumento de concentragao de
nitrato, bem como a similaridade no tempo de retencéo entre nitrato e brometo, pode
ser um fator prejudicial na quantificacdo de brometo por cromatografia de ions, quando
este analito estiver em concentragdes baixas. Pois, 0 excesso de concentragdo de
nitrato, pode causar a coeluicao do ion brometo, ndo sendo possivel quantifica-lo
(Morrow; Minear, 1984; Zhu, et al., 2006).

Apds a decomposicao, as solugcdes foram analisadas por IC-CD e os resultados
obtidos estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Concordancia entre os valores informados com os obtidos apds analise do CRM BCR 060,
planta aquatica, utilizando o método proposto neste estudo (média + desvio padrédo, n=3).

Concentragao (mg kg™)

Valores
Br* Cl F I* S
Informado 120 10000 24 100 5200
Obtido 122+ 3 10710 £169 250,20 106 £9 5289 + 154
Concordancia 101% 107% 104% 106% 101%

*valor adicionado (100 mg kg')

Conforme a Tabela 7, pode ser observado que foram obtidas concordancias de
101 a 107% para todos os analitos com concentragbes informadas no CRM, bem
como a concentragao adicionada para brometo e iodeto, resultando em recuperagdes

adequadas. Os limites de detecgao e quantificacao estdo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8. Limites de detecgdo e de quantificagcao obtidos para o método proposto.

Analito LOD LOQ
(mg kg) (mg kg)
Br 17 42
Cl 2 3
F 4 9
| 31 80
S 1 2

Os valores de LOD e LOQ foram adequados para a amostra utilizada, apesar
de Br e | apresentarem concentragdes abaixo do LOQ. Vale salientar que os valores
apresentados neste estudo foram calculados utilizando como massa de amostra
900 mg.

Quando comparados o LOD e LOQ para F obtidos neste estudo com estudos
que utilizaram a MIC como preparo de amostra para matrizes alimentares e a IC-CD
como técnica de determinagdo, MESKO et al. (2020b) obtiveram valores de LOD de
4,9 mg kg e LOQ de 10,4 mg kg ', no presente estudo foram obtidos valores
semelhantes. Ao comparar os valores obtidos para Cl neste estudo, com os valores
obtidos em trabalhos que utilizaram a IC-CD como técnica de determinagdo, MESKO
et al. (2020a) obtiveram valores de LOD e LOQ de 15 e 21 mg kg™, respectivamente.
Enquanto que para este estudo foi possivel obter menores valores de LOD e LOQ.

Considerando o método de preparo deste trabalho com métodos de preparo
reportados em literatura, para Br em plantas medicinais, neste trabalho foi possivel
obter LOQ de 42 mg kg™'. Em contrapartida, NASCIMENTO et al. (2017), obtiveram
valor de LOQ de 3,3 mg kg™! para bromo.

5.2. Determinacao de halogénios e enxofre por métodos oficiais (AOAC)

Como forma de avaliar a exatiddo e comparar alguns parametros de mérito do
método proposto para a determinacéo de halogénios e enxofre em chas, os elementos
cloro, flior e enxofre foram determinados seguindo os procedimentos recomendados

pela AOAC para analise de folhas de plantas. Cabe salientar que nesta etapa ndo
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puderam ser avaliados os elementos bromo e iodo, pois ndo ha métodos oficiais para

a determinacgéo destes em folhas de plantas.

Posto isto, na Tabela 9, quando comparados método proposto e método oficial,
€ possivel observar que o método proposto demonstrou valores de desvio-padrao
satisfatorios (variando de 1 a 4%) e similares aos valores do método oficial (2 a 4%).
Vale ressaltar que as concentragdes obtidas pelo método proposto apresentaram
concordancias satisfatorias quando comparadas com o método oficial, variando entre
95 e 105%. Além disso, nao foi observada nenhuma diferenca estatistica entre os
métodos, para nenhum dos analitos avaliados (teste student, nivel de confianga de
95%).

Tabela 9. Comparagdes das concentragdes obtidas para Cl, F e S em cha preto pelo método proposto

neste trabalho e pelos métodos 915.01, 975.04 e 923.01 recomendados pela AOAC (média + desvio-
padréo, desvio padrao relativo, n=3).

Método oficial Método proposto Concordancia
Analitos . 1
(mg kg™) (mg kg™) (%)
Bromo - - -
547 + 21 575 + 22
Cloro 105%
(4%) (4%)
822 + 16 815+9
Fluor 99%
(2%) (1%)
lodo - - -
2542 + 76 2419129
Enxofre 95%
(3%) (4%)

Os dados de concordancias obtidos para os analitos apontam que o método
proposto € capaz de produzir os mesmos resultados que o método oficial, estando
dentro do critério de aceitacdo de 90 a 107% (INMETRO, 2020). Estes resultados
satisfazem os objetivos desse estudo, uma vez que o método proposto permite o uso

de menor volume de reagentes (produzindo uma menor geragéo de residuos), além
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de possuir um menor numero de etapas (favorecendo a execugao do método em um
tempo habil) e permitir a determinagdo de todos os analitos em unica técnica de
determinacao e unico método de preparo. Portanto, a IC por se tratar de uma técnica
multielementar, torna-se mais apropriada quando se visa a quantificacao de varios
analitos. Tendo em vista que os métodos oficiais, em sua maioria, s40 morosos em
sua execucao além de serem executado com técnicas de determinagao

monoelementares.

A Tabela 10 apresenta um resumo comparativo das etapas realizadas em cada
método (oficial e proposto) além de indicar as técnicas de quantificagcao utilizadas.
Pode ser observado nos métodos recomendados pela AOAC um maior nimero de
etapas durante a realizagcdo do procedimento, tempos de preparo prolongados,
combinagao de muitos reagentes, massas de amostra superiores ao método proposto
para Cl e S, além da determinacdo monoelementar. Além disso, ndo existe método
oficial para a determinacgdo de Br e |. Em contrapartida, também é possivel observar
no método proposto que com um menor tempo de preparo e com Unica massa de
amostra, solugao absorvedora e técnica de determinagao é possivel determinar todos

os analitos com valores de RSDs comparaveis aos RSDs obtidos em métodos oficiais.



Tabela 10. Comparacao da execucdo dos métodos oficiais e proposto.
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Métodos Oficiais

Método Proposto

Execuc¢ao do método

Execugao do método Execuc¢ao do método

Execucao do método para

para para S (AOAC 915.01) para F (AOAC 975.04) Br,Cl,F,1eS

Cl (AOAC 923.01)
1. 5000 mg de 1. 1000 mg de amostra + 15 mL de 1. 250 mg de amostral. Preparo do comprimido
amostra (MgNO3)6H20 + aquecimento em chapa aquecedora 2. 20 mL de HNOs (900 mg de amostra)
2. 20 mL de (180 °C) (0.05 mol L") 2. Preparo da solucédo
CaCOs (5%). 2. Calcinagao em forno mufla por 2 h. 3. Agitacdo de 20 min absorvedora (6 mL de NH4OH
3. Calcinagdoem 3.  Dissolugéo da amostra com HCI p.a + filtragdo 4. 20 mL de KOH 100 mmol L)
fornomufla por4 h+  + avolumar a solugdo obtida em 200 mL. (0,1 mol L) 3. Combustdo por MIC 30

500 °C.

4. Extracdo com
aguaquente.
5. Dissolucéo da

amostra com HNO3
(1:4).

6. Determinacéao
portitulagcao

argentimétrica.

4. Aquecimento com agitagdo 200 mL até ponto 5. Agitacdo por 20

de ebuli¢éo + adigdo de 40 mL de BaClz gota a gota, min

sob agitagao. 6. 5 mL de

5.  Armazenamento em estufa de aquecimento  NasCeHs07(0,4 mol L)
por = 5 h. 7. Agitagcao durante
6.  Adicionar 20 mL de agua quente para formar 20 min.

precipitado. 8. Determinacéao por

7. Filtragcdo com lavagem usando agua quente. ISE.

8. Determinagéo por gravimetria.

min (até 8 amostras por rodada)
4, Coleta da solucéao
digerida

5. Filtracdo da solugdo da
amostra

6. Diluicdo da solucao da
amostra

7. Determinacéo por IC-CD

de todos os analitos.
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5.3. Determinacao de halogénios e enxofre em diferentes chas porIC-
CD apés a MIC

O método proposto foi aplicado para a determinagcédo de halogénios e enxofre

em variados tipos de chas. As concentragdes sao apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11. Concentragdo de halogénios e enxofre obtidos com o método proposto utilizando 900 mg
de amostra e solugéo absorvedora de 100 mmol L' de NH4OH (média + desvio-padrao, desvio padriao
relativo, n=3).

Concentraciao (mg kg™
Tipos de chas ¢a0 (mg kg')

Br Cl S F |
2420 + 59 786 + 15
Boldo < 42* <9* < 80*
(2%) (2%)
4243 + 84 1100 + 24
Erva-cidreira <42* < 9* < 80*
(2%) (2%)
6961 + 64 4023 £ 62
Hortela < 42* <9* < 80*
(1%) (2%)
549 + 24 2530+76 223 +4
Verde <42* < 80*
(4%) (3%) (4%)
557 +9 2605+10 828 +6
Preto < 42* < 80*
(2%) (4%) (2%)
*LoQ

Dentre os tipos de chas avaliados, fltor foi quantificado apenas nos chas do tipo
verde e preto, sendo assim, foram obtidas concentracdes que variaram entre 223
e 828 mg kg*. Os resultados corroboram com outros reportados na literatura, no estudo
de Zhang et al., (2023) foram obtidas concentracées que variaram na faixa de 6 a
808 mg kg! para amostras de cha de preto. As amostras avaliadas neste estudo sdo
de diversas regides da China, os autores utilizaram um método oficial que consiste em
uma extragdo com acido perclérico, tamponada com citrato sodio-acetato de sodio e
determinagao por potenciometria de ion seletivo.

As concentragdes de cloro e enxofre nas amostras analisadas foram
comparadas com resultados obtidos no estudo de Desideri et al. (2010). A
concentragéo de cloro e enxofre em Mentha arvensis (Horteld) foi de 5714 mg kg™ para
cloro e 3899 mg kg para enxofre. Neste estudo, foram obtidas concentragbes de
6961 mg kg™ para cloro e 4023 mg kg™ para enxofre. Na amostra de Melissa offinalis
(Erva-cidreira), Desideri et al., (2010) obteve concentragéo de cloro de 3549 mg kg'.
No presente estudo, a concentragdo de cloro foi de 4243 mg kg em erva-cidreira. Em
todos os tipos avaliados foram encontradas concentragdes significativas de cloro e

enxofre, este € um comportamento esperado tendo em vista que estes elementos
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fazem parte do ciclo bioquimico das plantas. O preparo de amostra avaliado no estudo
de Desideri et al. (2010) foi realizado a partir da homogeneizagdo da amostra soélida
com um aglutinante para obtencgéo de pastilhas. A técnica de determinacéo utilizada
foi espectrometria de fluorescéncia de raios-x polarizados, cabe salientar que para
este estudo foram analisadas amostras de diferentes regides do mundo incluindo
China, Italia e outras.

No que diz respeito as concentragdes de Br e | nos chas avaliados para este
trabalho, as concentragdes foram abaixo do LOQ do método (42 mg kg™ para Br e 80
mg kg™ para |), porém foi possivel detecta-los em praticamente todos os tipos, exceto
boldo. Adicionalmente, no estudo de Nascimento, et al. 2017, foram obtidas
concentragdes que variaram de 0,17 ug g a 53,1 ug g' de bromo e para iodo, foi
obtida a concentragdo maxima de 1,27 ug g' em amostras de plantas medicinais.

Tendo em vista os resultados obtidos reforgca-se a necessidade de viabilizar
métodos de preparo que possuam um menor tempo de execugdo, uma menor
quantidade de reagente, contemplados por técnicas multielementares, como o método

proposto neste estudo.

5.4. Comparacao da concentracao total de halogénios e enxofre em chas

diversos e suas respectivas infusoes

Apos a aplicacdo do método proposto para a determinagao de halogénios e
enxofre em amostras de cha, foi avaliada a porcentagem de lixiviagdo dos analitos a
partir das concentracdes obtidas nas infusdes dos chas, descritas no item 5.1.1. deste
trabalho. Esta avaliacao foi realizada devido as concentragdes significativas que foram
obtidas principalmente para F em cha preto, considerando que este pode ser
potencialmente téxico quando comparado com Cl e S que sdo mais fundamentais ao
organismo do que F. Conforme demonstrado na Tabela 12, ndo foi possivel quantificar
F para os tipos de chas de boldo, erva-cidreira e hortela, devido a baixa concentragao
deste analito nestes chas. Além disso, para boldo, a determinagdo de fluor também
nao foi possivel devido a interferéncia cromatografica que esta amostra sofre no tempo

de retencéao de fluor.

Nas amostras de cha verde e cha preto foram lixiviados em cada infusdo, 88 e

97% de fluor, respectivamente. Essas porcentagens elevadas demonstram que a
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quantidade de fluor presente nos chas é soluvel em agua, estando associado a sua
presenca na forma inorganica (F). E possivel observar para os chas dos tipos de
boldo, cidreira, hortela, cha verde e cha preto as seguintes porcentagens de lixiviagao:
i. Para cloro, as porcentagens foram de 73, 95, 98, 92 e 94%, respectivamente; ii. Para
enxofre foram observadas porcentagens de lixiviagdo de 81, 84, 84, 83 e 81%,
respectivamente. Esses resultados ja eram esperados, devido a alta concentragao
dessas espécies nas amostras. Isso acontece, pois, cloro e enxofre sdo elementos
essenciais para o funcionamento das plantas, participando de sua atividade osmética
e crescimento. Além disso, a alta porcentagem de lixiviagao destes elementos também
esta associada a forma quimica que estes se apresentam (Cl- e SO4+%), tendo em vista
que esta € a mesma forma quimica utilizada para a quantificacdo destas espécies na
técnica de determinagao proposta por esse trabalho, a IC-CD.

Apesar das infusdes extrairem mais de 70% dos analitos, € importante ter um
método de preparo como a MIC que permita a determinagcdo da concentracéo total
destes analitos. A partir da concentracdo total € possivel estimar quanto destes
elementos podem ser lixiviados para a infusdo, por exemplo, pode-se observar que
para enxofre as porcentagens de lixiviagdo foram em torno de 80%, demonstrando
que cerca de 20% desta infusdo compde a parte nado lixiviada da amostra que pode
estar presente no cha em outras formas quimicas. Portanto, cabe um estudo de
especiagao para essas amostras, para que possam ser identificadas outras formas

em que esses elementos se apresentam nessas amostras de cha.



Tabela 12. Comparagao entre as concentragdes dos analitos obtidas nos chas e nas suas respectivas infusdes.
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Concentragio (mg kg™)

Cl F
Tipos de cha Total _ Total _ Total _
Infusao (%)* Infusado (%)* Infusao (%)*
(MIC +IC-CD) (MIC +IC-CD) (MIC +IC-CD)
2420 + 59 1767 + 113 » " 786 £ 15 639 £+ 11
Boldo . . 73 <9 <9 - . . 81
(2%) (6%) (2%) (1%)
o 4243 + 84 4041 + 24 o o 1100 + 24 930+2
Erva - cidreira . . 95 <9 <9 - . . 84
(2%) (2%) (2%) (2%)
. 6961 + 64 6821 + 32 o " 4023 + 62 3401 + 89
Hortela . . 98 <9 <9 - . . 84
(1%) (1%) (2%) (3%)
Verd 549 + 24 506 £ 8 92 223 +4 198 + 2 2530+ 76 2116 £ 10 83
erde
(4%) (2%) (4%) (1%) (3%) (2%)
B 557+ 9 529+9 - 828+ 6 807 * 46 2605 + 10 2123+ 4 -
reto
(2%) (2%) (2%) (2%) (4%) (2%)

*Concentragéo da infusdo em termos de porcentagem em relacéo a MIC.
**LOQ
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5.5. Estimativa da ingestao diaria de halogénios e enxofre

A partir da avaliagdo comparativa (concentragéo total versus concentragcéo na
infusdo), considerando as porcentagens de lixiviagao relativamente altas, também foi
avaliado quanto em volume (L) seria necessario consumir de cada cha para que fosse
possivel atingir a recomendacéao diaria desses elementos presentes nessas infusdes.

Os valores estao descritos na Tabela 13.

Vale ressaltar que as consideragdes realizadas neste item foram feitas a partir
das recomendagdes de ingestdo diaria para cada elemento: 3,1 g dia™ para cloro
(TRUCK, et al., 2019), considerando um homem adulto; 4,6 mg kg’ para flior
considerando um homem adulto de 75 kg (INSTITUTO DE MEDICINA DO ESTADOS
UNIDQOS, 1997) e 140 g dia™' para enxofre em que ndo ha especificagbes de género
nem faixa etaria para esta recomendagao (ANASTASSAKIS, 2022). Além disso, vale
ressaltar que estas avaliacbes foram feitas considerando o cha como unica fonte de
ingestéo.

Tabela 13. Volume necessario para ingestdo de infusbes de cha para atingir as concentragdes de
ingestdes didrias recomendadas.

Ingestdes diarias (L)
Infusdo dos chas

Cl F S
Boldo 161 - 22452
Erva - cidreira 91 - 15981
Hortela 54 - 4122
Ché& Verde 676 163 6633
Cha Preto 760 44 7900

Conforme a Tabela 12, observa-se que para cloro, o menor volume obtido foi

no cha de hortela, correspondendo a 54 L de infusdo. Este comportamento era
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esperado, tendo em vista que a espécie de hortela foi a que apresentou maior
concentracéo de cloro sendo assim, é preciso um volume menor quando comparado
com os demais volumes obtidos para os chas avaliados neste estudo. Nessa mesma
linha de raciocinio, o cha que apresentou menor concentragcédo de cloro (cha preto),
requer um volume de 760 L de infusdo para atingir a ingestao diaria recomendada.

Para as amostras de boldo, erva-cidreira e hortela nao foi possivel avaliar o
volume de ingestao necessario para atingir o valor recomendado para fluor. Tendo em
vista que nao foi possivel obter concentragdes deste elemento quando realizada a
avaliacao das infusdes, descritas no item 5.1.1 deste trabalho. Em cha preto e cha
verde foi possivel avaliar o volume maximo de consumo em 44 L e 163 L,
respectivamente.

Para enxofre, foi estimado como volume maximo, 22 000 L para boldo, e
4 000 L para hortelda como volume minimo. Todos os valores de volumes obtidos
correspondem as concentragdes totais obtidas neste estudo.

Baseado nos resultados obtidos e nas especificacbes de ingestdes diarias
consideradas, pode-se concluir que para ultrapassar os limites maximos de ingestao
desses elementos, apenas ingerindo cha, seriam necessarios volumes muito altos
(de 44 L até 22 000 L). Dessa forma, pode-se considerar que as amostras avaliadas
nesse estudo sao consideradas seguras quanto a ingestao desses elementos, porém
vale ressaltar que essa afirmacédo é realizada quando considerados apenas os

parametros avaliados neste estudo.
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6. CONCLUSAO

O método proposto neste trabalho utilizando a MIC para o preparo de amostras
e da IC-CD para a posterior determinagéo de halogénios e enxofre foi adequado. Foi
observado a necessidade da introdugdo da amostra no sistema na forma de
comprimidos, possibilitando que a reacdo de combustdo ocorresse de forma
controlada, além da obtenc&o de maiores massas de amostras a serem decompostas.
Além disso, vale ressaltar que foi necessario realizar a otimizacdo do programa de
irradiagao utilizado para a total decomposi¢cao da amostra.

Na analise cromatografica foi possivel obter valores de concordancia
satisfatorios para a determinagdo de halogénios e enxofre, que demonstram a
exatiddo do método, expressos em concordancias de 101 a 107% usando o CRM
(BCR 060, planta aquatica). Além das concordancias entre os resultados obtidos em
métodos oficiais e o proposto que variou entre 95 e 105%. O método proposto pode
ser considerado ambientalmente amigavel por utilizar solu¢gdes diluidas e menos
etapas, pequenas massas de amostra e gera menor quantidade de residuos quando
comparado aos métodos oficiais executados neste trabalho. Além disso, séo
quantificados cinco analitos em uma unica determinagéo.

A partir dos parametros otimizados, foi possivel quantificar praticamente todos
os analitos, em todos os tipos de chas, exceto para bromo e iodo. Porém, para estes
analitos vale destacar que foram possiveis detecta-los nas amostras, mas néao foi
quantifica-los. E importante destacar que o estudo foi aplicado para a avaliagdo de
halogénios e enxofre em diferentes tipos de chas, tendo em vista que estes produtos
sao amplamente consumidos. As comparacgdes entre as concentracdes totais e
obtidas nas infusdes mostrou que apesar desses elementos estarem em uma espécie
quimica bastante soluvel em agua, € importante utilizar um método de preparo como
a MIC que possibilite a determinagao da concentragao total desses analitos. Pois a
partir da concentracao total é possivel avaliar quanto desses elementos podem lixiviar
para a infusdo. Vale ressaltar que o consumo dos chas avaliados neste estudo foi
considerado seguro, tendo em conta apenas os parametros avaliados neste estudo,

como ingestao diaria e porcentagens de lixiviagao.
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7. PROJEGOES FUTURAS

A partir dos resultados alcangados e do potencial que o método desenvolvido
apresentou, estudos devem ser realizados para novas avaliagdes visando
principalmente a determinagcdo de bromo e iodo nestes chas, como por exemplo, a
obtengcdo de menores valores de LODs e LOQs utilizando maiores massas de
amostras a partir da combinacdo de queimas sucessivas, ou ainda a utilizagao de
técnicas de determinacdo que possam apresentar uma maior sensibilidade. Destaca-
se também a importancia da avaliagdo de variaveis como massa de amostra e
concentracao de solugao absorvedora, por meio de analise multifatorial, para que se
possa ser definido futuramente a melhor condi¢cao para a absorgcéo desses analitos da
forma mais satisfatéria possivel.

Além disso, estudos podem ser continuados visando avaliar outros tipos de chas
de diferentes regides do Brasil e do mundo. Considerando suas concentragdes totais e
de infus@es, porcentagem de lixiviagdo, bem como a quantidade necesséaria de consumo
para cada analito avaliado neste estudo. Adicionalmente, seguindo a tematica acerca de
concentracdo e absorcdo do organismo, podem também ser realizados ensaios de

bioacessibilidade destes elementos no organismo.
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