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RESUMO

Titulo: Determinacdo de Nitrogénio Inorganico em Infusées de Ervas por HR-CS

GFAAS: um estudo sobre a influéncia do cultivo na concentracao de nitrogénio

Autor: Jodo Batista dos Santos Espinelli Junior
Orientador: Prof. Dr. Rodolfo Carapelli

Este trabalho propde o desenvolvimento de um método para a determinagdo de
nitrogénio inorganico através da analise direta de infusbes de carqueja, Camellia
sinensis (chas preto, branco e verde), capim-cidreira, funcho, camomila, melissa,
horteld e llex paraguariensis de origem organica e convencional por espectrometria de
absorcdo molecular de alta resolugdo com fonte continua. Durante o desenvolvimento
do método foram avaliadas quatro diferentes estratégias para eliminacdo do efeito da
matriz produzida pela matéria organica residual resultado da queima incompleta na
temperatura 200°C da pirolise, foram avaliadas separadamente o tempo de pirolise,
adsorcdo da matéria organica, precipitacdo da matéria organica e oxidacao do carbono
organico. Todavia sendo a alternativa do tempo de pirélise com melhores resultados foi
elencada para ser trabalhada junto das demais estratégias avaliando o efeito sinérgico
desta com as demais na determinacdo do N-NO. Além do mais foi determinado que
diferentes compostos organicos podem ser potenciais interferentes na determinacéo de
N-NO, provocando a indisponibilizagdo do modificador quimico. Tendo observado a
forte interferéncia de diferentes compostos organicos e inorganicos para determinagao
do N-NO nas amostras se escolheu como método de calibracdo adicdo de padrao.
Desta forma foram determinados os limites de deteccéao e quantificacédo em 0.29 e 0.96
mg L™ respectivamente, a faixa linear entre 0,96 e 120 mg L™, a exatidéo através de
ensaios de adicdo recuperagéo ficou na faixa de 81 a 107% e a precisdo determinada
através do célculo do desvio padrdo relativo em 8.4%. A determinacdo de N-NO nas
amostras permitiu observar a relacdo entre a concentracdo de N-NO e o cultivo das
ervas, visto que as amostras organicas em sua grande parte apresentam suas
concentracdes abaixo do limite de deteccéo de 0,29 mg L™. Ap6s a quantificacéo de N-
NO nas amostras foi observada a relacdo entre a concentragdo de nitrogénio

inorganico e o cultivo das ervas. Visto que as todas as apresentam sua concentracao
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abaixo do limite de deteccdo de 0,29 mg L™. Outra caracteristica observada é que nem
uma das amostras apresenta valores de ingestao diaria que ofereca risco de consumo
ao ser humano ja que o volume necessério para que ela ofereca algum risco em alguns

é superior a 7 L de infuséo por quilograma de massa corporal.

Palavras chave: Alimentos Organicos, Chas, Infusdes, HR-CS GF AAS
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ABSTRACT

Title: Determination of Inorganic Nitrogen in Infusions by HR-CS GF AAS: Study
on the cultivation influence in concentration inorganic nitrogen

Author: Jodo Batista dos Santos Espinelli Junior

Advisor: Prof. Dr. Rodolfo Carapelli

This work proposes the development of a method for the determination of
inorganic nitrogen through the direct analysis of infusions organic and conventional
herbal by HR-CS GF AAS. During the development of the method were evaluated
different four strategies to eliminate the matrix effect originated from residual organic
matter, of incomplete burning due to low pyrolysis temperature (200 °C), being
evaluated time of pyrolysis, adsorption, precipitation and oxidation of the organic matter.
However, none of the four strategies presented good results to the point of being
possible the inorganic nitrogen determination by external calibration, being necessary
the use of addition of standard as a calibration method for the correct quantification of
inorganic nitrogen. Moreover, it was detected that different inorganic compounds may
be potential interferers in the determination of inorganic nitrogen, because they act
without the chemical modifier that is directly related to the sensitivity of the method.
After the quantification of inorganic nitrogen in the samples, the relationship between
the inorganic nitrogen concentration and the herb culture was observed. Since the
organic samples for the most part show their concentration below the limit of detection
of 0.23 mg L™. After the quantification of inorganic nitrogen in the samples, the
relationship between the inorganic nitrogen concentration and the herb culture was
observed. Since all of them present their concentration below the limit of detection of
0.23 mg L-1. Another characteristic is that not one of the samples presents daily intake
values that offer consumption risk, since the volume necessary for it to offer some risk

in some is higher than 7 L of infusion per kilogram of body mass.

Keywords: Organic food, tea, infusions, HR-CS GF AAS



1. INTRODUCAO

O cha é uma das bebidas mais consumidas no mundo, com relatos orais de
lendas chinesas que remontam seu consumo desde o ano de 2737 a.C. assim como
relatos escritos de seu consumo desde o ano de 200 a.C. (BRAIBANTE et al. (2014),
seu consumo se da principalmente pelos seus potenciais beneficios antimutagenicos,
hipo e hiperglicémicos dentre outras propriedades (ZIELINSKI et al. 2014). Na tradicao
familiar brasileira o consumo de chas e produtos naturais € considerado uma pratica
familiar generalizada sendo empregado para administracdo de principios ativos
presentes em plantas medicinais e consequentemente o tratamento e prevencado de
enfermidades (BRASILEIRO et al. 2008). Entre estas enfermidades estéo a reducéo de
colesterol sérico, prevencdo da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade,
tratamento de doencas cardiovasculares e cancer. A prevencado e tratamento destas
doencas é atribuida a presenca de compostos organicos naturais benéficos ao ser
humana como polifendis, antioxidantes, flior, cafeina e minerais essenciais (KARAK,
BHAGAT, 2010).

Por outro lado, infusGes preparadas a partir de ervas medicinais também podem
apresentar elementos e compostos téxicos ao ser humano, que quando absorvidos
pelo organismo através da alimentacdo, podem causar alteracdes na composicdo do
sangue, prejudicar o desenvolvimento mental e as funcdes do sistema nervoso central
e 0rgdos como rins, pulméo e figado (FIAMEGOS et al. 2016). Estes compostos podem
ser elementos metalicos como Cd, Cr, Pb (KARAK, BAGHAT, 2010) e residuos de
agrotoxicos utilizados no combate de pragas (FERNANDEZ-RAMOS et al. 2014).

A contaminacdo por estes compostos pode ser decorrente do combate de
pragas, do proprio solo em que é feito o cultivo, dos fertilizantes utilizados na
manutencdo dos nutrientes do solo, entre outras (NUNES et al. 2014). Alguns
fertilizantes, por exemplo, segundo alguns trabalhos apresentam influéncia na presenca
de certos minerais toéxicos ao ser humano, ja que podem provocar a exposicdo dos
vegetais a elementos como As, Cd, Cr, Pb entre outros elementos (LIMA et al. 2015),
no entanto, vem se destacando um grande crescimento no seu consumo no Brasil, o
periodo entre 2009 e 2014 observou-se um crescimento de 32% no consumo de

fertilizantes segundo dados do Banco Mundial (FAO, 2016). Isso ocorre devido o0s



fertilizantes serem combinacbes de nutrientes, destacando-se nitrato, fosfato e
potassio, necessarios para o desenvolvimento das plantas, dessa forma, visam
promover a fertiidade do solo quando este ndo apresenta as caracteristicas
necessarias para o correto desenvolvimento das plantas. Em sistemas convencionais,
sao utilizados fertilizantes minerais sintéticos preparados a partir de rochas e outros
compostos inorganicos (Worthington, 2001).

O nitrato, um dos principais substratos visado pelo processo de adubacéo, é de
facil assimilacdo pelas raizes das plantas devido sua alta solubilidade. No organismo
dos vegetais € armazenado nos vacuolos das células da folha para posteriormente ser
metabolizado a nitrito, amonio e entdo ser utilizado na sintese de biomoléculas como
clorofila, aminoacidos e proteinas (TISCHNER e KAISER, 2007). Ao ser assimilado no
organismo humano pode manifestar diferentes efeitos agudos ou cronicos, que
resultam da reducéo do nitrato a nitrito tanto por enzimas como por microorganismos
naturais do corpo humano, este nitrito pode vir a oxidar a hemoglobina para
hetehemoglobina o que impede o correto transporte de oxigénio no sangue. Esse
comportamento € essencialmente preocupante em recém-nascidos, visto que seu
organismo ndo tem capacidade para reduzir novamente a metehemoglobina a
hemoglobina, o que pode vir a acarretar males como a sindrome do bebe azul que
resulta no sufocamento da crianga por ndo conseguir transporta o oxigénio dos
pulmdes ao sangue (FERNICOLA e AZEVEDO, 1981). O nitrito também pode sofrer
reacdes que levam a formacéo de nitrosaminas e nitrosamidas, as quais apresentam
efeitos carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos (MELO-FILHO, BISCONTINI,
ANDRADE, 2004).

Os vegetais ndo deveriam apresentar grandes concentracdes de nitrato, ja que
este deveria ser consumido quase na sua totalidade para o desenvolvido das plantas.
No entanto, quando a planta é exposta a grandes quantidades de fertilizante tenderia a
acumula-lo em quantidades além do necessario para seu desenvolvimento. Isso
poderia indicar um risco a saude alimentar de pessoas que fazem uso de alimentos de
fonte convencional pelas altas doses de fertilizantes. Em comparacgao, alimentos de
cultivo organico apresentariam comportamento inverso por nao utilizarem fertilizantes
minerais, o que os levaria a ter uma menor exposi¢cao, desta forma oferecendo riscos

muitos menores em relacdo aos de cultivo organico.



Alimentos e outros produtos oriundos de cultivos organicos vem recebendo
grande destaque da midia que constantemente produz novas informacdes sobre as
caracteristicas sanitarias e nutricionais destes produtos. Desta forma, a demanda por
alimentos organicos como vegetais, frutas e café tem aumentado significativamente
nos ultimos anos, movimentando um montante de 57,5 bilhdes de ddlares no mercado
global em 2010 e 104,7 bilhGes de dolares em 2015, sendo esperado um crescimento
de 16% até 2020 (YOU; HSIEH, 2017).

A diferenca entre os teores de nitrato em alimentos organicos e convencionais é
destacada em dois trabalhos de revisdo que fazem a analise de diferentes trabalhos
em um longo periodo de tempo avaliando quais 0s principais compostos que se
destacam na diferenciacdo do cultivo organico do convencional (WINTER e DAVIS,
2008 & WORTHINGTON, 2001).

Constatada a importancia da determinacdo do ion nitrato por diferentes
pesquisadores a sua determinacdo vem sendo realizada em diversas matrizes
ambientais, bioldgicas e alimenticias através de técnicas cromatogréficas,
eletroquimicas e espectroscépicas (MOORCROFT, DAVIS & COMPTON, 2001). Entre
as técnicas espectrométricas recentemente veio o desenvolvimento da espectrometria
de absorcao atdmica de alta resolucdo com fonte continua, que permite a determinacao
elementos ndo metélicos como halogénios, enxofre, fosforo e nitrogénio (BUTCHER,
2013). O que ndo era possivel anteriormente por estes elementos apresentarem suas
linhas de ressonancia em faixas abaixo do vacuo do ultravioleta (HUANG et al. 2010).

A determinacao direta de diferentes elementos em amostras complexas é uma
valiosa ferramenta analitica por reduzir o preparo de amostras, dentre as técnicas que
capacitam essa possibilidade a espectrometria de absorcdo atdémica por forno de
grafite de alta resolu¢do com fonte continua é considerada a mais adequada para este
tipo de determinacdo (ANDRADE et al. 2016). Contudo, para se alcangar uma analise
confiavel, € necessario que o comportamento do padréo de referéncia do analito seja
semelhante ao do analito na amostra, o0 que comumente é alcancado devido 0 passo
da pirélise, que permite a eliminacdo da matéria organica e possiveis interferentes
presentes. Para esse fim, em geral sdo necessarias altas temperaturas de pirélise para
maxima eliminacdo da matéria organica e interferentes, assim sendo possivel a

quantificacdo adequada de minerais como Mn, Ni Rb, Co, Cr entre outros (ANDRADE



et al. 2016 & AVILA et al. 2017). No caso da determinacdo de N-NO, todavia, ndo é
possivel trabalhar com altas temperaturas de pirdlise, em funcdo da volatilidade do
analito, sendo a mais elevada relatada na literatura 300°C, o que torna a determinagéo
de espécies de nitrogénio em matrizes complexas um grande desafio analitico (HUANG
et al. 2010, BUCKER e AKERS, 2012, BRANDAO et al. 2014).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

No contexto discutido até o0 momento, o objetivo deste trabalho é a proposicéo

de um método que sera aplicado na determinacdo direta de N-NO em infusbes

preparadas com ervas de cultivo organico e convencional por HR-CS-GF AAS, visando

avaliar o efeito do cultivo na concentracéo de nitrogénio inorganico.

2.2. Objetivos Especificos

Otimizar as temperaturas de pirolise e vaporizacdo para determinacdo de N-NO
nas infusoes.
Avaliar as estratégias para reducdo da interferéncia do carbono residual a
pirdlise.
Avaliar o desempenho analitico do método através da:

o Faixa linear;

o Limites de deteccao e quantificacao;

o Precisao;

o Exatidao;
Aplicar o método desenvolvido em infusdes de carqueja, Camellia sinensis (chas
preto, branco e verde), capim-cidreira, funcho, camomila, melissa, hortela e llex
paraguariensis;
Estimar a diferenga do teor de N-NO em infusGes de ervas organicas e

convencionais.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Producéao e Cultivo de Alimentos

Com o crescimento populacional nas ultimas décadas houve também o
crescimento da demanda por alimentos, entretanto o ritmo de crescimento de zonas
cultivaveis é mais lento que sua demanda, levando a uma busca cada vez maior de
aumento da produtividade por meio da utilizacdo de insumos agricolas, destacando-se
os fertilizantes, utilizados para suprir caréncias nutricionais das plantas assim como
intensificar a producdo destas (SOUZA et al. 2015). Os fertilizantes podem ser
produzidos de fontes naturais ou produzidos industrialmente e podem atuar das
seguintes maneiras: (I) complementar a disponibilidade natural de minerais a fim de
satisfazer a demanda por culturas com alto potencial de produtividade e resultado em
uma producdo mais economicamente viavel; (lI) compensar a perda de nutrientes
resultante da remocdo de culturas ou lixiviagdo do solo; (lll) melhorar as condi¢des
caso ndo sejam favoraveis a producdo agricola (BORGES et al. 2011). Os nutrientes
primarios sao nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) que precisam ser aplicados em
grandes quantidades, por serem o0s nutrientes com maior importancia para o
desenvolvimento dos vegetais (BORGES et al. 2011).

Na contramdo a busca por maiores produtividades, atualmente vem se
popularizando a producédo de alimentos em sistemas de producédo organica, onde se
busca trabalhar com a natureza sem utilizacdo em excesso dos recursos naturais
(PEREZ-LOPEZ; LOPEZ-NICOLAS; CARBONELL-BARRACHINA, 2006). Nesses
sistemas, a manutencao da fertilidade do solo faz uso de fertilizantes naturais como
residuos de animais como esterco bovino e esterco de galinha (PACHECO et al. 2017),
outros fertilizantes também aplicados sé@o rochas moidas por apresentarem uma baixa
lixiviagdo diferente dos fertilizantes convencionais que s&o de alta solubilidade
(STERTZ et al., 2009).

A agricultura organica € normatizada no territorio brasileiro pelo ministério da
agricultura e abastecimento, que define a producéo organica como aquela que adota
praticas que contemplem o uso saudavel do solo, da agua e do ar, de modo a reduzir
desperdicios dos elementos naturais. (BRASIL, Decreto 6323). Para esse fim, além da

utilizacdo de fertilizantes sintéticos sdo proibidas a utilizagdo de insumos como



pesticidas e sementes de origem transgénicas, cabendo ao produto o manejo natural
das pragas e aplicacédo de estratégias como a rotacdo de cultura para como forma de
manutencdo da fertilidade. A adogcdo de tais principios garantem ao produtor a
utilizacao do selo de produto organico (figura 1).

Figura 1 — Selo de Identificacdo dos Alimentos Organicos no Brasil
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Fonte: http://www.organicsnet.com.br/certificacao/manual-certificacao/

Na literatura se encontram diversas discussfes sofre a influéncia das préticas
agricolas na producdo de alimentos organica, uma das quais € proposta por
Worthington (2001), relaciona que a grande exposicdo a fertilizantes nitrogenados
levaria ao acumulo de espécies de nitrogénio oxidadas como NOjz; e NO,. Estes
compostos além dos fertilizantes podem ser encontrados naturalmente no solo, na
agua e nos alimentos sendo que a devido sua presenca de origem tanto natural como
antropica dificulta determinar uma Unica fonte para este composto na alimentacéo
humana e animal (DAS et al. 2017).

3.2. Determinagéo de Nitrato e Nitrito

A concentracao de nitrato € considerada um importante indicador da qualidade
dos alimentos ja que ao ser absorvido pelo ser humano pode sofrer reducéo a nitrito,
ponto no qual pode sofrer inUmeras reacdes, para producdo de nitrosaminas e
nitrosamidas que sdo considerados compostos mutagénicos, teratogénicos e
carcinogénicos (LIMA et al. 2008). Além disso, se o0 nitrito chega ao trato
gastrointestinal é rapidamente levado para corrente sanguinea, podendo entdo reagir
com a hemoglobina formando metahemoglobina causadora da sindrome de
metahemoglobinemia, esta sindrome impede o transporte de oxigénio dos alvéolos
pulmonares para os tecidos o que pode levar a morte da crianca (CHETTY e PRASAD,
2016).



NO; + oxyHb(Fe?*) - metHb(Fe3*) + NO3 (Reagdo 1)

Devido a importancia do nitrato como nutriente para as plantas e sua toxicidade
para os humanos, diferentes métodos para sua determinacdo em alimentos se
encontram disponiveis nas mais diferentes técnicas analiticas, tais como
espectrometria, cromatografia e técnicas eletroanaliticas (tabela 1) (MOORCROF,
DAVIS e COMPTON, 2001).



Tabela 1 — Métodos para determinagdo de nitrato em vegetais

. Concentracao o Reducéo a o o
Matriz 1 Tecnica o Derivatizagao Referéncia
(mg Kg™) Nitrito com:
Beterraba 964 HPLC - UV --- --- Mereddy et al. (2017)
Espinafre 2820
Salsinha 1204 . Oztekin, Nutku e Erim
Eletroforese capilar --- ---
Endro 2243 (2002)
Alho poro 130
Repolho 41 - 939
Brotos de Nabo 54 — 1447
Espinafre 797 — 1427 _ _ _
UV - Vis Coluna de Cd Sim Correia et al. 2010
Alface 1156
Salsa 9 -2441.
Nabo 234 — 654




Continuacéo da tabela 1
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) Concentracao o Reducéo a o .
Matriz L Tecnica o Derivatizagao Referéncia
(mg Kg™) Nitrito com:
Espinafre fresco (folhas) 1272
Espinafre fresco (caule) 8557
Espinafre cozido 812
Espinafre congelado 812 - 2970
Acelga fresca (folhas) 2380 Eletroforese capilar --- --- Merusi et al. (2010)
Acelga fresca (caule) 9090
Acelga congelada 4380
Cenoura fresca 243
Cenoura cozida 77
Brécolis fresco 48.9-97.0 _ _ Huarte-mendicoa,
— UV-Vis Coluna de Cd Sim _ ]
Brécolis congelado 141.6 - 231.2 Astiasaran e Bello (1997)




Continuacéo da tabela 1
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Matriz Concentragao Técnica Redugdo a Derivatizacao Referéncia
(mg Kg-1) Nitrito com:
Espinafre 5830
Acelga 2180
Salsinha 1840
Aipo 540
Alface 430
Repolho 190
Feijao 600 _ ) Bakr, El-iraqui e Huissen
Ervilha 30 UV - Vis Coluna de Cd Sim (1986)
Rabanete vermelho 3400
Rabanete branco 3260
Cenoura 430
Batata 160
Abobora 1380
Tomate 130




Continuacéo da tabela 1
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) Concentracao o Reducéo a o
Matriz Tecnica o Derivatizagao Referéncia
(mg Kg-1) Nitrito com:
Chicéria 1990
Alface 1127
Alface cordeiro 618
Mostarda chinesa 2405 _ )
UV-Vis Coluna de Cd Sim Colonna et al. (2016)
Alcelga vermelha 919
Alface vermelha 1072
Espinafre 1122
Acelga 1022
Repolho 1425
Alface 1297 _ _
i UV-Vis com FIA Coluna de Cd Sim Prasad e Chetty (2008)
Aipo 4706
Repolho 5658
Espinafre 4849
Repolho 236 HPLC - UV --- --- Hsu, Arcot e Lee (2009)
Alface 48




Continuacédo da Tabela 1
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) Concentracao o Reducéo a o _
Matriz Tecnica o Derivatizagao Referéncia
(mg Kg-1) Nitrito com:
Brécolis 277
i Leszczynska et al. (2009)
Couve-flor branca 171 . Néo é _
UV-Vis Sim
Couve-flor verde 61 apresentado
Couve de bruxelas 37
Aipo 118 - 817
Batata 102 - 119 . )
UV-Vis com FIA Coluna de Cd Sim Chetty e Prasad (2009)
Cenoura 81 - 100
Batata doce 41 - 62
Cha gelado 142 pg L*
Cha gelado, sabor 1
R 136 ug L
péssego
. - . Cloreto de _
Chéaverde 85ug L UV-Vis o Sim Gurkan e Altunay (2015)
: . Vanadio Il
Vinagre de uva 120 ug L
Vinagre de maca 126 pg L

Vinho tinto

106 pug L™




Continuacao da tabela 1
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) Concentracao o Reducéo a o _
Matriz Tecnica o Derivatizagao Referéncia
(mg Kg-1) Nitrito com:
Ché preto 0.18 pg L™ Cromatografia I6nica --- --- Kumar et al. (2008)
Mel multifloral l1la24
Mel de lavanda 14a73 .
i Cromatografia lI6nica --- --- Nozal et al. (2000)
Mel de alecrim 20a34
Mel de tomilho l2al4
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Como observado na tabela 2, as técnicas cromatogréaficas podem ser utilizadas
para determinacdo de nitrato, ndo se restringindo apenas a cromatografia idnica (Cl)
sendo encontrado trabalhos que fazem a determinacdo de nitrato por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography),
como o trabalho de Hsu, Arcot e Lee (2009) que determinaram nitrato em vegetais e
carnes curadas. Quando as concentracdes de nitrato se encontram em valores muito
inferiores aos comumente determinados por HPLC e CI pode ser feita a utilizacdo de
técnicas como cromatografia acoplada a espectrometria de massas como o trabalho de
Pagliano et al. (2009) que fez a determinacédo de nitrato em agua do mar.

A cromatografia ibnica apesar de ser uma técnica bastante empregada para
determinacdo de nitrato em diferentes amostras alimenticias, pode sofrer efeitos
indesejados em determinadas matrizes como descrito por Kumar et al. (2008), na
andlise direta de infus6es de ch& preto foi necessério a combinacdo de duas colunas
guarda para remoc¢ao dos compostos organicos que poderiam ou eluir junto do nitrato
ou se depositar sobre a coluna.

Na revisdo dos procedimentos analiticos utilizados na determinacdo de nitrato
em amostras vegetais (tabela 2) ndo foram encontrados trabalhos que facam a
utilizacdo de técnicas eletroquimicas, contudo técnicas como voltametria e
potenciometria também podem ser utilizadas para determinacdo de nitrato em
amostras de origem animal como o trabalho de Pérez-Olmos et al. (1997) que
determinou nitrato por potenciometria ou em matrizes ambientais como no trabalho de
Solak et al. (2000) que utilizou um eletrodo de carbono vitreo com filme de cobre para
determinacao de nitrato em aguas de consumo.

A maioria dos métodos espectrométricos para determinacdo de nitrato necessita
de etapas de derivatizacdo para formagcdo de compostos cromoéforos, alguns ainda se
baseiam na reducédo preliminar do nitrato a nitrito. Quanto a isso, trés alternativas sao
frequentemente relatadas para a etapa de reducédo: percolacdo do extrato contendo
nitrato através de uma coluna de Cd esponjoso, agitacdo do extrato com Zn em po e
utilizacéo de cloreto de vanadio Ill. Todavia, segundo os autores estes procedimentos
acabam por se tornar morosos e lentos, por serem necessarias varias etapas para

reacao de formacdo do croméforo que as vezes exigem que toda agua seja evaporada
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para entdo ser feita a formacdo do composto croméforo com diferentes reagentes
organicos, por exemplo, o acido salicilico (BAHADORAN et al. 2016).

Uma alternativa que veio a surgir a partir de 2010 com o trabalho de Huang et al.
(2010) é a de determinacdo de N-NO através de espectrometria de absor¢cdo molecular
de fonte continua com alta resolucdo. Apés o trabalho de Huang et al. (2010) surgiram
mais trabalhos que fazem a determinacdo de nitrato em forno de grafite, chama ou

formacé&o de vapor quimico, sumarizados na tabela 3.

Tabela 2 — Trabalhos que fazem a determinacéo de nitrato e nitrito através de HR-CS
GF MAS

Analito Matriz Vaporizacao Referéncia
NO3z Agua, fertilizante Eletrotérmica Huang et al. (2010)
NOy Agua mineral Vapor Quimico Brand&o et al. (2012)
HNO3 Residuo de producéo Eletrotérmica Blcker e Akers (2012)

de células fotovoltaicas
NO3 Fertilizantes Chama Ar-Acetileno Bechlin et al. (2014)
NO3, NOy Agua subterranea Eletrotérmica Brandéo et al. (2014)

3.3. Espectroscopia de Alta Resolucdo com Fonte Continua

Inicialmente a determinagdo de n&o metais como O nitrogénio e enxofre em
equipamentos de absorcdo atbmica convencionais ndo era possivel devido estes
elementos apresentarem suas linhas de ressonancia em pontos abaixo de 180 nm, o
que dificulta a analise por exigir sistemas de alto vacuo para eliminacao da interferéncia
da prépria atmosfera. Outro fator seria a producéo de lampadas de catodo oco para
estes elementos pela dificuldade de sua deposi¢ao sobre o catodo e a construgéo de
uma fonte de radiacdo (WELZ et al. 2005). Contudo algumas barreiras foram
guebradas com o passar do tempo e a determinacdo destes elementos, atraves de
meétodos instrumentais que faziam a aplicacdo de absorcdo molecular em
equipamentos de fonte de linha e baixa resolugéo, utilizando-se de linhas secundarias
de alguns elementos como Fe e Pt para determinagcdo de ndo metais como enxofre e
halogénios (HUANG et al. 2006). No entanto, estes equipamentos apresentavam

alguns problemas como a baixa resolucéo, indisponibilidade de comprimentos de onda
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excitaveis e presenca de interferéncias espectrais (BUTCHER, 2013). A introducdo dos
espectrometros de absorcdo atbmica de alta resolugcdo com fonte continua (HR CS
AAS) representa um grande avanco para a técnica em varias décadas, com a
instrumentacao se tornando comercialmente disponivel em 2003 equipada apenas com
um atomizador de chama, enquanto que em 2007 um espectrémetro equipado com
forno de grafite e atomizador de chama é lancado (RESANO; FLOREZ; GARCIA-RUIZ,
2013).

O dispositivo baseia-se em (1) uma lampada de arco curto de xenonio de alta
pressdo operando em temperaturas de aproximadamente 10000 °C, capaz de fornecer
radiacdo uma alta intensidade na regido do UV-Visivel, (2) no sistema otico um
monocromador echelle de duas etapas (utilizando primeiro um prisma e depois uma
grande echelle) e (3) uma matriz CCD linear para deteccdo da radiacao, tendo esta
configuracdo (figura 2) se mostrado bem sucedida e aplicada aos espectrémetros
atualmente produzidos pela Analytik Jena (RESANO; FLOREZ; GARCIA-RUIZ, 2013).

Figura 2 — Configuracdo de um espectrdmetro de absorcdo atémica de alta resolucéo
com fonte continua
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Adaptado de: Resano; Florez; Garcia-Ruiz (2013)

A técnica de HR-CS MAS diferente das técnicas atbmicas que envolvem
puramente transicdes eletronicas, envolve energias como a atracdo Coulombica entre o
nacleo e os elétrons de valéncia, transicbes vibracionais relacionada a vibracdes

nucleares e transi¢cdes rotacionais relacionadas a rotagcdo molecular (WELZ et al.
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2005). A energia total (EtotaL) € aproximadamente a soma da energia eletronica
(EeLetronica), @ energia vibracional (Evisracional) € a energia de rotacao (Erotacional)-
Como resultado os espectros de moléculas diatbmicas sdo semelhantes ao de
espectros atdbmicos, porém com maiores nameros de linhas disponiveis sendo possivel
a observacdo de diferentes linhas em janelas espectrais estreitas como no caso da
janela espectral do NO que possui 0.2 nm de extensdo. Analises moleculares podem
ser dividas segundo Butcher (2013) em dois tipos, o primeiro trata de moléculas (tabela
3) que sdo produzidas naturalmente a partir da matriz como analises que envolvem a
determinacdo de enxofre, nitrogénio e fosforo com CS, NO e PO e o segundo tipo
corresponde as moléculas que se é necessario 0 uso de um reagente para formacéo
da molécula alvo utilizada na determinacdo do analito como no caso dos halogénios e

algumas moléculas de enxofre.

Tabela 2 — Moléculas Observadas em Determinac¢des Moleculares por HR-CS MAS

Analito Molécula A (nm) Meio de Vaporizacdo Referéncia
alvo
S cs? 258.033 Eletrotérmica Mior et al. (2013)
sns®? 271.624 Eletrotérmica Cadorim et al. (2016)
F CaF® 606.400 Eletrotérmica Machado et al. (2015)
Cl srcl® 635.862 Eletrotérmica Pereira et al. (2014)
Br CaBr® 625.315 Eletrotérmica Pereira et al. (2014)
F GaF® 211.248 Eletrotérmica Heitemann et al.
Cl AlCI® 261.420 Eletrotérmica (2006)
csh 258.056 Eletrotérmica
P PO* 246.400 Eletrotérmica
NO3", NOy NO* 215.360 Eletrotérmica Brandéo et al. (2014)
NO3 NO* 215.360 Chama de Ar- Bechlin et al. (2014)
Acetileno
NOy NO* 215.360 Geragéao de Vapor Brandéo et al. (2012)
HNO, NO* 214.803 Eletrotérmica Blcker e Acker

(2012)
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Continuacao da tabela 3

Analito Molécula A (nm) Meio de Vaporizacao Referéncia
alvo
S cst 258.056 Chama de Ar- Andrade-carpente,
Acetileno Pefia-vazquez e

Bermejo-barrera

(2016)
F BaF® 495.088 Eletrotérmica Ozbek e Akman
495.263 (2014)
F AIF® 227.4613 F MAS Ozbek e Akman
(2012)
F GaF® 211.248 GF MAS Gleisner, Welz e
Einax (2010)
Br AlIBr? 278.914 GF MAS Huang et al.
(2008)
CaBr® 625.315
P PO* 246.400 F MAS Bechlin, Gomes
Neto e Nobrega
(2013)
247.620
247.720
S cst 257.595 F MAS
257.958
Br SrBr® 651.0581 GF MAS Gunduz e

Akman (2014)

A: moléculas produzidas naturalmente

B: moléculas produzidas pela adicao de um reagente
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Cabe destacar que apesar de serem grandemente vantajosas para
determinacdo de S, N e P, estas moléculas naturalmente produzidas podem ser
consideradas um empecilho na determinacdo de outros elementos como Sb e Pb que
podem vir a sofrer a interferéncia destas moléculas, visto que o sinal analitico de
alguns elementos pode vir a ser mascarado pelo sinal das moléculas. Para correcdo de
problemas como este a técnica de alta resolucdo com fonte continua com um sistema
de correcdo dos minimos quadrados é aplicada sempre que ocorra interferéncias
espectrais, no entanto para este tipo de correcdo é necessario a obtencdo de um
espectro livre do elemento de interesse para que seja feita a subtracdo do sinal do
interferente pelo software do equipamento o que vem a tornar um método muito
eficiente para correcdo de interferéncias espectrais como observado na figura 3
(RAPOSO et al. 2008 & BARROS et. a. 2016).

Figura 3 — Espectro de absorbéncia, na vizinhanca de Sb 217,581 nm, para (a)
amostra sem correcao, (b) sinal de SiO obtido de SiO, e (c) amostra apds correcao

com método dos minimos quadrados.

Adaptado de: Barros et al. (2016).
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3.4. Chas e Ervas

O cha de ervas, infusdo de ervas sdo todos nomes dados a bebida produzida com
ervas que ficam imersas por algum tempo em agua quente, sendo utilizadas para
prevencdo de doencas a milhares de anos (ZHAO et al. 2013). Sendo a segunda
bebida néo alcodlica mais consumida depois da agua no mundo, suas propriedades
benéficas a salde como agado anti mutagénica, anti carcinogénica, hipoglicemica, anti
hiperglicémica, antioxidante antimicrobiana entre tantas outras, todas se
correlacionando as caracteristicas bioquimicas das plantas, como &acidos graxos,
polifendis e flavonoides (ZIELINSKI et al. 2014). O consumo de infusdes de ervas pela
sua importancia nutricional, o torna alvo de diferentes pesquisas para determinacao
dos seus componentes minerais e organicos, como o nitrato que ja foi determinado em
infusdes de cha preto como realizado por Kumar et al. (2008). O autor também relatou
gue a alta concentracdo de matéria organica como os compostos fendlicos presentes
na infusdo podem produzir severas interferéncias na determinacdo de nitrato e nitrito.
Ozcan e Akbulut (2008) também realizaram a determinacdo de N-NOs; em diferentes
de ervas entre elas Camelia sinensis, Mentha piperita e Matricaria chamomila, contudo
nao detectaram quantidades apreciaveis de nitrato na maioria das ervas avaliadas.
Cabe salientar que em ambos os trabalhos néo foi feito o controle do cultivo nas
amostras.

Diferentes ervas sao utilizadas ao redor do mundo para producdo de bebidas
aromaticas, condimentos e infusGes terapéuticas, por exemplo, a camomila por ser
usada como medicamento a muitos anos em diferentes paises como o Brasil
(SOTBART, 2009).

A carqueja (Bacharis trimera) tem sido extensivamente estuda desde o século
XX, sendo que atualmente se tém noticia de 150 compostos isolados a partir da erva.
No Brasil o uso desta erva se relaciona ao tratamento de diversos males do figado e
problemas digestivos, existindo registros escritos de sua aplicacdo desde 1931
(KARAM et al. 2013).

Os chas preto, branco e verde, sédo todos produzidos a partir da mesma planta a
Camellia sinensis ou como é chamada no oriente chazeiro, contudo estas sdo apenas
trés variacOes dentre as muitas que existem (DATTNER, 2011). A producéo dos chas

preto, branco e verde se diferencia pelo tratamento das folhas, sendo o cha verde
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obtido a partir das folhas colhidas de diferentes partes do chazeiro, que entdo s&o
expostas a vapor de agua em alta temperatura para inibicdo da atividade enzimética,
sendo considerado um cha totalmente ndo fermentado. O cha branco é produzido a
partir de folhas jovens retiradas antes do desabrochar das flores, nesse processo
consiste em secar, selecionar, aquecer as folhas, cortar e misturar. O cha preto é
considerado totalmente fermentado, suas folhas passam por fermentacdo em um
ambiente frio para que ocorra a oxidagdo enzimatica em que epigalocatequinas sofrem
um processo de polimerizacdo para formacéo de theaflavinas e thearubiginas (SILVA,
OLIVEIRA E NAGEM, 2010).

O capim-cidreira (Cymbopogon citratus) é uma erva originaria da india, também
conhecido por capim-limdo e capim santo, seu cultivo & feito em ambiente néo
protegido podendo ser cultivado em todos os paises tropicais. No Brasil a producdo
desta planta se destaca nas regides Sul e Sudeste. Seu cultivo se da principalmente
para fins medicinais na forma de infusdo com aplicacdo na industria farmacéutica, de
alimentos, de cosméticos e de perfumaria e para obtencdo de citral do 6leo essencial
(PINTO et al., 2014).

O funcho (Foeniculum vulgare) é uma erva aroméatica anual, conhecida desde a
antiguidade na Europa e na Asia Menor, alguns autores a descrevem como originaria
da india, tendo vindo originalmente para o Brasil com os colonos portugueses. E
conhecido por apresentar atividades anti-inflamatdrias, analgésicas e antioxidantes do
fruto da erva doce, seu 6leo essencial apresenta atividade antibacteriana. Os extratos
desta erva apresentam diversos fitoquimicos com conhecidas propriedades
antimicrobianas de grande importancia terapéutica e infeccdes (ARAUJO et al., 2013).

A camomila (Matricaria recutita) € uma erva com diversas aplica¢cdes medicinais
comumente consumida na forma de infusdo para uso como sedativo e ansiolitico, sua
aplicacdo €& normalmente realizada em criangcas que apresentem distarbios
gastrointestinais, ou na forma compressas de algoddo embebido na infusédo, para o
auxilio na cicatrizacéo de feridas e cortes (PRESIBELLA et al., 2006).

A melissa (Melissa officinalis) € uma erva de origem asiatica e europeia
introduzida no Brasil h4 mais de um século, sendo atualmente cultivada em todo o pais.

A planta exala um odor semelhante ao limao que se torna mais intenso depois de seca,
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s

popularmente € utilizada no controle de crises nervosas, taquicardia, melancolia,
histerismo e ansiedade.

A hortela (Mentha piperita) no Brasil € conhecida por ser utilizada para diversos
fins medicinais como analgésicos, estomacal e intestinal, estimulante de funcgdes
cardiacas, controle de azia, gastrite, colicas e gases, (DESCHAMPS et al., 2013). E
muito utilizada na forma de especiaria em diferentes partes do mundo apresenta
aplicacbes culinarias para diversos paises com uso mais intenso no oriente médio e

india onde é considerada um tempero de uso comum na culinaria. (STOBART, 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Instrumentacao

A determinacdo de N-inorganico utilizando HR-CS GF MAS foi feita em um
espectrometro de absorcao atdbmica modelo ContrAA 700 (Analytik Jena, Alemanha). O
espectrémetro foi operado com tubos de grafite revestidos com grafite pirolitico, com
sistema de plataforma integrada. Como fonte de radiacéo, foi utilizada uma lampada de
arco curto de xenoénio (Analytiki Jena), a qual permite a emissao de radiacdo dentro da
faixa espectral entre 185 e 900 nm. No sistema 6tico do espectrémetro, foi utilizado um
duplo monocromador de alta resolu¢cdo composto por um prisma para pré separacgéo de
ordens espectrais e uma grade Echelle. O sistema 6tico permite a obtencdo de uma
resolucao espectral de gama/delta gama = 145.000, o que corresponde a uma banda
espectral inferior a 2 pm por pixel em 200 nm. Como gés de purga foi utilizado argdnio
comercial (White Martins, Brasil) com fluxo de 2,0 L min™. As condicBes otimizadas
para determinacdo de N-NO diretamente na infusdo se encontram sumarizadas na
tabela 4, os tempos e as temperaturas de secagem, as rampas de pirdlise e
vaporizacao como o tempo de vaporizacao e limpeza seguem o descrito por Brandao et
al. (2014), todos os experimentos foram realizados no comprimento de onda de 215.37

nm.

Tabela 3 — Condicbes para Determinacdo de N-Inorganico em Infusées por HR — CS
GF MAS

Etapa Condicao (°C) Rampa (°C s™) Patamar (s)
Secagem 1 90 5 20
Secagem 2 110 10 30

Pir6lise 200 50 60
Auto Zero 200 0 5
Vaporizacao 700 1500 8
Limpeza 2500 500 5

Para os estudos de adsor¢cdo com carvao ativado foi utilizada um agitador orbital

Nova Etica (Brasil) e uma centrifuga Quimis modelo Q335D (Diadema, SP, Brasil). Os
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estudos com oxidacdo da matéria organica assistido com ultrassom foram realizados
com uma sonda de ultrassom UP200s (Hielscher, Estados Unidos da América)
equipada com uma ponteira de ultrassom Sonotrode H3 (Hielscher, Estados Unidos da
América). A agua ultrapura utilizada no preparo de solucdes e lavagem de vidrarias foi
obtida a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q Direct-Q UV3® (Millipore,

Alemanha).

4.2 Reagentes

O a solucdo padrdo de 1000 mg L de N-inorganico foi preparado pela
dissolucéo de nitrato de sédio PA, (Dinamica, Brasil). Os modificadores quimicos foram
preparados pela dissolugcdo de massas apropriadas de cloreto de calcio anidro PA
(VETEC, Brasil), cloreto de béario dihidratado PA (Dindmica, Brasil) e cloreto de
estroncio PA, hexahidratado (Synth, Brasil). O estudo de interferentes foi realizado
utilizando solucbes preparadas pela dissolucdo de glicose PA (VETEC, Brasil),
carbonato de sodio anidro PA (Synth, Brasil), dihidrogenofosfato de sédio PA (VETEC,
Brasil), metasilicato de so6dio PA (Reagen, Brasil), sulfato de sédio PA (Merck, Brasil).
O estudo de adsorcao da matéria organica foi realizado com carvao ativado comercial.
E os estudos de precipitacdo da matéria organica foram realizados utilizado acido
cloridrico 37% (m m™) PA, (Synth, Brasil) e &cido bérico PA (Synth, Brasil). A
determinacdo da matéria orgéanica foi realizada utilizando dicromato de potassio PA
(VETEC, Brasil), acido sulfarico 98% (m m™) PA (Neon, Brasil) e sulfato de ferro Il

amoniacal (Synth, Brasil).

4.3. Vidrarias

As vidrarias utilizadas foram lavadas com detergente neutro, enxaguadas com
agua corrente em abundancias, lavadas com agua destilada, imersas durante a noite
em &cido cloridrico 10% (m m™) e lavadas com agua ultrapura suficiente para remocao

de &cido cloridrico.

4.4. Amostragem

As amostras foram obtidas no comeércio local, sendo utilizadas amostras dentro
da data de validade e provenientes de nove marcas comerciais originarias dos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo. Na tabela 5 estdo sumarizadas as
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amostras utilizadas no estudo. O ndmero de amostras totalizou oito amostras

organicas, e dezenove amostras convencionais.

Tabela 4 — Amostras Utilizadas no Estudo

Amostras Amost_ras : Amostras Organicas
Convencionais
Nome Nome . . Quantidad .
Cientifico Vulgar Total Quantidade Origem e Origem
Baccharis Carqueja 2 1 RS 1 RS
trimera
) Chas Preto,
C_amell_a Branco e 7 6 RS, SC, 1 RS
sinensis SP
Verde
Cymbopogon  Capim- 4 2 RS, SP 2 RS, SP
citratus cidreira
Foeniculum Funcho 3 1 RS 2 RS, SC
vulgare
Matricaria Camomila 2 1 Sp 1 RS
recutita
Melissa Melissa 3 2 RS 1 RS, SC
Officinalis
Mentha Hortela 6 5 RS 2 RS
piperita

4.5. Preparo de Amostra

O preparo da infusdo consistiu em verter 30 mL de 4gua quente sobre um sache

da erva selecionada acondicionado no interior de um béquer de 50 mL. Apos adi¢édo da

agua se aguardou 10 min para infusdo e entdo o sache foi removido e o béquer agitado

suavemente para homogeneizacdo da solucdo e suspensdo de qualquer material

particulado que possa ter se formado. Apds pronta, a solucdo foi transferida para um

tubo de centrifuga de 50 mL e armazenada até o momento de analise. O processo se

encontra esquematizado na figura 4.
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Figura 4 — Procedimento de Preparo da Infuséo

- g

Agua 30 mL de agua quente vertida Infusdo por 10 min Armazenado em
aquecidaa 90 °C sobre o cha tubo de centrifuga
de 15mL

4.6. Pirolise e Vaporizagéao

As curvas de pirélise e vaporizacdo em meio aquoso foram confeccionadas
inicialmente em &gua, para avaliacdo das condi¢cdes sem modificador quimico e com
modificadores de 1% de Ca**, 1% de Ba®*" e 1% de Sr?*. Nessa etapa se partiu de
valores apresentados na literatura (Branddo et al. 2014), sendo avaliadas as
temperaturas de pirélise de 150 a 500 °C com uma vaporizac¢éao fixa de 1300 °C e apés
fixada a temperatura de pirélise se iniciou o0 estudo com a vaporizacdo de 600 a 1500
°C. As curvas de pirdlise e vaporizacdo em infusao foram confeccionadas utilizando a
melhor condicdo (Secdo 5, Resultados e Discussdo) observada em agua, sendo
confeccionadas em meio de uma infusdo de Camellia sinensis (cha preto) preparada

conforme descrito na figura 4.

4.7. Efeito de Matriz
4.7.1. Determinagédo do Efeito de Matriz

O efeito de matriz foi determinado seguindo o procedimento descrito por
Economou et al. (2009), o procedimento consistiu na construcdo de uma curva de
calibracdo em agua e uma curva de calibragdo na infusdo, apds avaliar a diferenca
entre elas utilizando a inclinacdo da curva em solvente com a curva na amostra
(equacéo 1).

sSm

EM (%) = 100 (1 - (—)) Equagdo 1

Ss
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Na equacao utilizada para determinacdo Sm corresponde a inclinacdo de uma
curva de calibracdo construida no meio da amostra e Ss corresponde a inclinacao de

uma curva construida em agua.

4.7.2. Avaliacao dos Interferentes

O estudo de interferéncia foi organizado em duas partes, uma utilizando carbono
organico obtido de uma solucdo de glicose. A segunda parte foi realizada com ions
inorganicos de fosforo, enxofre, silicio e carbono, sendo avaliada a faixa de 0 a 1,50%
de C-glicose, P-H,PO,, S-SO4*, Si-Si0s*, C-CO35>.

4.7.3. Quantificacdo da Matéria Orgéanica

A matéria organica nas infusdes de Camellia sinensis (cha preto, cha branco e
chéa verde foi determinada utilizando a metodologia de Walkley-Black descrita por
Gelman, Binstock e Halicz (2012).

O procedimento utilizado na determinacdo da matéria organica consistiu em
adicionar 0,5 mL da infusdo de Camellia sinensis (cha preto, cha branco e cha verde) a
um Erlenmeyer de 250 mL, adicionar 5 mL de uma solu¢édo de dicromato de potassio
0,8 mol L™, 10 mL de &cido sulfirico concentrado, 100 mL de agua destilada, aguardar
um periodo de 16 h para total oxidacdo da matéria organica. Apés este tempo foi feita a
titulacdo do excesso de dicromato com uma solugdo de sulfato de ferro (II) amoniacal
0,4 mol L™ e por meio da equacdo 2 foi determinado a concentracdo de carbono
organico no meio.

A—T+ (%1) £ 0,006

v

Co(%) = * 100 Equacéo 2

Na equacao 2, CO significa a concentracdo de carbono organico, T corresponde
ao volume de solugao de sulfato de ferro Il amoniacal utilizado na titulagdo da amostra,
S corresponde ao volume de solucdo de sulfato de ferro Il amoniacal utilizado na

titulacdo da amostra e v ao volume de amostra utilizado.
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4.8. Reducéao do Efeito de Matriz

4.8.1. Avaliacdo do Tempo de Pirdlise

A avaliacdo do tempo de pirdlise foi realizada através da construcdo de curvas
de calibracdo em agua e no meio da amostra. Neste estudo foram avaliados os tempos
de 20 a 80s com incrementos de 20s. Para cada tempo estudado foi calculado o efeito

de matriz e também obtido o sinal de absorbéancia integrada.

4.8.2. Adsorcdo da Matéria Organica com Carvao Ativado

O estudo de adsorcdo da matéria organica com carvao ativado foi realizado
através da construcdo de curvas de calibracdo em solvente e amostra e depois sua
comparacao das curvas através da equacao 1. O procedimento (figura 5) foi realizado
através da adicdo de carvao ativado (0,10, 0,25 e 0,50g) seguido de agitacao orbital
durante 30 min para entdo ser analisado.

Figura 5 — Procedimento de Adsor¢cédo da Matéria Organica com Carvao Ativado

Adic3ode
5mL de S5mlL de carvio ativado
infusdo 3guz
: : . . ‘ O
h o o V3
6 o
Agitac3o orbital Dt s

por 30 min Centrifugado por 10 min
5000 rpm

Infus3o clarificada
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4.8.3. Precipitacdo da Matéria Organica

A precipitacdo da matéria organica foi realizada através da acidificacdo do meio
com acido cloridrico ou acido bdrico. O procedimento consistiu em adicionar 1 mL de
solucdo de &cido a 5 mL de infusdo fortificada com posterior centrifugacdo da matéria
organica floculada. A eficiéncia dos experimentos foi avaliada por ensaio de adicdo e
recuperagdo, sendo utilizada para isso amostra de Camelia sinensis (Ch& preto),

fortificadas com 10 mg L™ de N-inorganico.

4.8.4. Oxidacdo da Matéria Organica

Ensaios de oxidacdo da matéria organica foram realizados com peroxido de
hidrogénio 29% (m v*). Este estudo consistiu em duas etapas, a primeira em avaliar
sistematicamente o volume de perdxido no intervalo de 0 a 4 mL com incrementos de 1
mL, o segundo em reproduzir o primeiro experimento, potencializando a eficiéncia por
meio de sonicacdo com ultrassom por 5 min em amplitudes de 50%, 60 e 70%. A
eficiéncia dos experimentos foi avaliada por ensaio de adicdo e recuperacdo, sendo
utilizada para isso amostra de Camelia sinensis (Cha preto), fortificadas com 10 mg L™

de N-inorganico.

4.9. Validacéao

4.9.1. Faixa Linear
A faixa linear foi avaliada utilizando uma infusdo de Camellia sinensis (cha preto)

com adicdes crescentes de 10 mg L™ de N-NO.

4.9.2. Limites de Detecc¢éo e Quantificacéo
Os limites de deteccéo foram determinados de acordo com o descrito por Ribani
et al. (2004), sendo utilizados parametros da curva de calibracéo construida no meio da
amostra para os pontos de 0, 10, 30 e 40 mg L™. No método foram construidas trés
curvas de calibracdo em meio da amostra (infusdo) e determinado o desvio padréo
para as inclinagdes das curvas (SD), para serem calculados os limites de detec¢ao de
acordo com as equacoes 3a e 3b.
= 22 1= 2 ]
Inclinagao Inclinagao Equacao 3
A B
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4.9.3. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada realizando-se um estudo de adicdo
recuperacdo em infusdes preparadas a partir de trés ervas distintas, que poderiam
produzir infusdes com diferentes caracteristicas, sendo escolhidas, Camelia sinensis
(ch& preto), Foeniculum vulgare (cha de funcho) e Matricaria recutita (chd de
camomila). O estudo consistiu em fortificar com 10 mg L™ de N-NO as infusdes e
posteriormente analisar uma infusdo sem fortificagdo e um com e por diferenga

determinar a recuperacgao obtida.

4.9.4. Precisao

A preciséo foi determinada seguindo o guia de validagdo da ANVISA, utilizando-
se 0 numero minimo de replicatas (n = 5) (BRASIL, 2003). As analises foram realizadas
por meio de padronizacéo por adicdo de padrdo, obtendo-se um valor de concentracao
do qual foi determinado o desvio padrdo (SD) e entdo determinada a precisao atraves

do desvio padréao relativo para as cinco determinagdes utilizando-se a equagéao 4.
SD

édia

RSD = (M ) +100 Equacéo 4

4.10. Analise das Amostras

A determinacdo de N-NOs3™ nas amostras foi feita utilizando-se curvas de adicéo
de padrdo, com trés adicdes na amostra de 10, 30 e 40 mg L™ de N-NO. Para cada
amostra foram calculadas coeficiente angular e a coeficiente linear e estes valores

utilizados para quantificagdo de N-NO na amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante a execucdo do trabalho foram organizados em
otimizagc&do dos parametros instrumentais, com a elaboracdo das curvas de pirdlise e
vaporizacdo. Avaliacdo de interferentes para determinagcdo de N-NO. Estudos para
reducdo da interferéncia de matriz, com elevacdo do tempo de pirdlise, adsorcado da
matéria organica, precipitacdo da matéria organica e oxidacdo da matéria organica.
Aplicacdo do método para determinacdo de N-NO nas infusbes de ervas organicas e

convencionais.
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5.1. Curvas de Pirdlise e Vaporizacao

As curvas de pirdlise e vaporizacao, inicialmente foram confeccionadas no meio
do solvente (agua) (figura 6), seguindo quatro condi¢cdes, sem modificador quimico,
solucdo 1% de Ca®* (CaCly) (m v'Y), 1% de Sr** (SrCly) (m v'') e 1% de Ba?* (BaCl,) (m
v1), essas quatro condicBes foram avaliadas a fim de obter as condicdes necessarias
para analise em meio da amostra, visto que antes da construcdo das curvas na

amostra é necessario se ter ideia do comportamento térmico do analito.

Figura 6 — Curvas de Pirdlise e Vaporizacdo Construidas em Meio Aquoso
Confeccionadas com 10 mg L™ de N-NOs (+) Sem Modificador, (0¢) 1 % (m v') de
Ca?*, (*) 1% (m v!) de Sr** e (v) 1% (m v') de Ba*". As condicdes utilizadas foram 20s
de pirdlise, vaporizacdo fixada na pirdlise foi de 1300°C, pirdlise fixada para
atomizacao 300°C em todas as curvas de pirdlise.

0,5 -
0,4 -
0,3

0,2

Abs /s

0,1

0,0 -

' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Temperatura (°C)

A utilizacdo do modificador de Ca*" foi realizada baseando-se em dados do
trabalho de Brandao et al. (2014) que sugere a utilizacdo de metais alcalino terrosos
como modificador quimico para determinacdo de N-inorganico baseando-se na

formacéo de sais de nitrato dos respectivos elementos, o que, em funcdo do ponto de
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fusdo do sal formado entre o nitrato e o elemento alcalino terroso aumentaria a
estabilidade térmica para etapa de pirélise. Essa proposta, contudo, ndo esta de acordo
com algumas observagodes feitas nesse trabalho. Analisando-se a figura 6, observa-se
que a intensidade do sinal obtido quando se utiliza o Ca* como modificador é bem
superior aos demais, em contrapartida, a utilizacdo de Sr?* ou Ba?* ndo apresenta
incremento significativo, quando comparado com o sinal sem a utlizacdo de
modificador quimico. Relacionando-se essa observacao aos pontos de fusdo teorico de
cada sal de nitrato (tabela 6) esperava-se comportamento inverso. Uma possibilidade
para explicar esse comportamento pode ser proposta em funcdo da energia de rede
dos sais (tabela 6), onde observa-se um valor mais elevado para o rompimento do

reticulo cristalino do Ca(NO3),, em compara¢do com 0s demais sais de nitrato.

Tabela 5 — Ponto e Fuséo e Energia de Rede dos Sais de Nitrato

Sal Temperatura de Fuséo Energia de Rede
(°C) (KJ mol™)
NaNO; 308 755
Ca(NO3), 560 2268
Ba(NOs), 570 2184
Sr(NO3), 592 2035

Apesar da diferenca na intensidade do sinal obtido quando utilizado Ca** como
modificador quimico, ndo foi observada diferenca em funcdo das temperaturas de
pirGlise e vaporizacdo para determinacdo de N-NO, esses resultados estdo
sumarizados na tabela 7.

Tabela 6 — Temperaturas de Pirdlise e Vaporizacdo Definidas em Agua

_ _ Temperaturas (°C)
Condicédo Avaliada

Pirolise Vaporizagao
Sem modificador 300 900
5 uL de 1% de Ca*" 300 900
5 uL de 1% de Sr#* 300 800

5 uL de 1% de Ba** 300 800
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A teoria formulada em funcédo da energia de rede, se torna mais provavel para
explicar a utilizacdo do Ca** como modificador quimico em determinacées de nitrato,
visto que ele promoveria uma maior estabilidade térmica garantindo que a nuvem
molecular seja mais intensa durante a etapa de vaporizagao garantindo o melhor sinal
resultado da menor perda de nitrato na pirolise pela decomposicdo térmica do nitrato,
como observado no sinal de absorbancia integrada do N-NO para as diferentes

condi¢cbes apresentado na figura 7.

Figura 7 — Sinal de Absorbancia para 10 mg L™ de N-NO nas temperaturas de pirélise
e vaporizacdo otimizadas nas condices (*) Sem Modificador; (C¢) 5 pL de 1 % (m v™)
de Ca?*, 300°C de Pirélise por 20s e 900°C de Vaporizacdo por 8s; () 5 pL de 1% (m v’
Y de Sr**; (¢) 5 pL de 1% (m v') de Ba* 300°C de Pirélise por 20s e 800°C de
Vaporizacao por 8s. 2500°C de Limpeza por 5s.
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Visando a analise direta de N-NO em infusbes de ervas, foram construidas
curvas de pirélise e vaporizacdo na amostra para avaliar a influéncia da matriz no
processo de vaporizacdo do analito. Como as melhores condicbes em meio aquoso

foram obtidas com o modificador Ca?*, duas condices foram avaliadas; 1- sem a
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utilizagcdo de modificador quimico; 2- empregando Ca®* como modificador quimico,
contudo, nao foi possivel a obtencao de sinal analitico para a infusao fortificada com 10
mg L™ de N-inorganico sem a utilizagdo do modificador quimico. Desta forma somente
curvas de pirlise e vaporizacdo com modificador quimico foram obtidas (figura 8).

Figura 8 — Curvas de (a) Pirolise e (b) Vaporizacdo construidas em (e) solucdo aquosa
de 10 mg L™ de N-NO (¢) Infusdo de Camellia sinensis (cha preto) fortificada com 10
mg L™ de N-NO com 5 pL de Ca 1% (m v'). Condicdes: 20s de pirdlise; Temperatura
fixa de vaporizacdo na otimizacdo da pirélise 900°C e temperatura fixa de pir6lise na
otimizacao da vaporizacao foi de 200°C, 2500°C de Limpeza por 5s.
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Como condicdo de compromisso se fixou a temperatura de pirdlise em 200°C e
vaporizacdo 700°C, para obtencéo de uma condigdo de compromisso visto que, a partir
de 300 °C de pirdlise na curva em meio de infusdo ocorre um decréscimo acentuado do
sinal analitico e em contrapartida, a partir de 800 °C de atomizagdo ocorre um
decréscimo de sinal analitico em meio aquoso. Pode-se observar ainda na figura 9 que
a intensidade do sinal é bastante inferior nas curvas obtidas no meio da amostra, esse
efeito sugere que durante a analise a matriz pode exercer interferéncia no processo de

formacao do vapor molecular de nitrato durante a etapa da vaporizacao.

5.2. Efeito de Matriz
Devido a atenuacdo do sinal analitico para solucdo 10 mg L™ de N-NO
observada nas curvas de pirdlise e vaporizacdo construidas no meio da infusdo, a

etapa seguinte do estudo foi a do efeito de matriz através do procedimento descrito por
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Economou et al. (2009) que relaciona a inclinagcdo de uma curva de calibracéo
construida no meio do solvente (dgua) e outra no meio da amostra (infusdo). Para o
estudo em questdo foram preparadas curvas de calibracdo em trés tipos de infusGes
todas preparadas a partir de variacdes produzidas da Camellia sinensis (cha preto, cha
branco e cha verde), sendo determinado o efeito de matriz (tabela 8) para cada

variagao da Camellia sinensis.

Tabela 7 — Efeito de Matriz para Variagbes da Camellia Sinensis na Determinacdo de
N-NO. Condig¢6es: 200°C de Pirdlise por 20s, 700°C de Vaporizacdo por 8s, 2500°C de

Limpeza por 5s utilizando 5 pL de Ca** 1% (mv'Y).

Amostra Efeito de Matriz (%)
Cha Preto 68,4
Cha Branco 28,3
Chéa Verde 3,1

Através dos resultados obtidos pdde-se inferir que a matriz pode influenciar
significativamente na andlise e que a interferéncia varia de acordo com a sua
composi¢do. Contudo, devido a complexidade das amostras estudadas, fez-se
necessario um estudo sistematico de possiveis interferentes para determinacdo de N-

NO3™ nas infusoes.

5.2.1. Avaliacéo dos Interferentes

Para o estudo de interferentes, duas hipoteses foram testadas. A primeira
fundamentou-se nas observacdes apresentadas anteriormente sobre a influéncia do
modificador de Ca?* no sinal analitico que se encontra de acordo com o apresentado
no trabalho de Fischer e Rademeyer (1999), onde mostraram que algumas matrizes,
mesmo passando por processos de mineralizagcdo, podem conter compostos capazes
de indisponibilizar os modificadores quimicos em analises por forno de grafite através
de precipitacdo do modificador. Desta forma, a precipitacdo de Ca?* na forma de sais
insollveis poderia ser uma possivel explicacdo para a perda de sinal analitico
observada no meio da amostra. Essa hipétese pode ser corroborada ainda com dados

da literatura, Kumar et al. (2008) detectaram derivados de anions fosféricos (KPS
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Ca(H,P0O.), = 1 x 10®) e anions sulfurados (KPS CaSO, = 2,4 x 10°) em amostras de
cha preto (Kumar et al., 2008).

Desta forma, para avaliar essa hipotese, foram selecionados anions que formem
sais de baixa solubilidade com calcio, para isso tendo elencados além dos anions
descritos por Kumar et al. (2008) dihidrogenofosfato e sulfato, os ions metassilicato
(CaSiO; = 2,51 x 10'®) e carbonato (Kps CaCO; = 3,8 x 10°9).

A interferéncia destes anions pode ser observada na figura 9, com a atenuacgéo
do sinal na primeira concentracdo avaliada se intensificando conforme ocorre o
aumento da concentracdo do interferente até a estabilizacdo do valor de absorbancia.
Com algumas variacdes, pode-se observar que a interferéncia dos anions na analise &
muito semelhante, com uma queda elevada na primeira concentracdo de interferente
seguida da estabilizacdo a partir da segunda. Essa semelhanca pode ser um indicio
gue todos os anions interferiram da mesma forma na analise, o que suporta a hipétese

proposta.

Figura 9 — Interferéncia de (+) P-H,POy, (*) S-SO,*, () Si-SiOs* e (+) C-CO3s* no Sinal
de 10 mg L™ de N-NO. Condicdes: 5 pL de Ca?* 1% (m v'') de Modificador Pirélise de
200°C por 20s, Vaporizacédo por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.
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Para complementar o estudo foram comparadas curvas de calibracdo em meio
aguoso com e sem modificador quimico, evidenciando uma perda de sensibilidade
significativa sem a utilizacdo de Ca?* (figura 10). Por fim, é notéria a relacéo entre a
intensidade de diminuicao de sinal analitico e o decréscimo da solubilidade dos sais de
Ca®*, como pode ser observado na tabela 9. Todos os experimentos realizados levam a
considerar entdo a presenca de anions como potencial interferente na analise de N

inorganico.

Figura 10 — Curvas de calibragdo em meio aquoso construidas () com adi¢do de 5 uL
de 1% (m v?) de Ca*" e (») sem adicdo de modificador quimico. Condi¢8es: 200°C de

Pirélise por 20s, 700°C de Vaporizagao por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.
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Tabela 8 — Relagéo da atenuagéo do sinal provocada por 0.10% do interferente com a

solubilidade dos sais formados entre o0 modificador e o interferente

Interferente Atenuacéo do Sinal Sal Formado com Solubilidade do Sal
(Conc. 0.10%) Analitico (%) Modificador (mol L™
C-CO4” 71,0 CaCOs 6,10 x 10”
Si-Si0s* 56,6 CaSiOs 1,58 x 10
S-s0,* 43,0 CaSO, 5,00 x 10°
P-H,PO, 19,4 Ca(H2PO04) 6,20 x 107
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5.2.2. Estudo de Interferéncia da Matéria Organica

Em funcéo da andlise direta da infusdo, a matéria organica também pode ser um
potencial interferente, por isso, efetuou-se um estudo com concentra¢cdoes de carbono
organico na mesma faixa de concentracOes realizada para os outros interferentes
inorganicos (figura 12). O carbono organico apresentou dois efeitos distintos na analise
de N-NO. Nas concentracdes de 0,10 a 0,25%, como observado nas figuras 11 e 12 (a,
b e c), um efeito similar ao apresentando pela interferéncia anibnica parece ocorrer,
com valores de atenuacdo do sinal de 49,8, 73,9 e 81,54% respectivamente. Em
concentracfes mais elevadas nao foi possivel estimar a atenuagcéo do sinal devido a
presenca de um ruido muito intenso. Cabe salientar que a interferéncia foi tdo intensa
que mesmo utilizando correcéo do sinal de fundo por meio da correcdo matematica do

método dos minimos quadrados néo foi possivel elimina-la (figura 12¢).

Figura 11 — Efeito do Carbono Organico no Sinal de 10 mg L*de N-NO. Condicdes:
200°C de Pirdlise por 20s, 700°C de Vaporizacao por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.
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Figura 12 — Efeito da Concentracéo de C-Glicose no Espectro de 10 mg L™ de N-NO:

(*) Sem correcao, () Empregando o método dos minimos quadrados. Condi¢des: 5 pL
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de Ca®* 1% (m v') de Modificador Pirélise de 200°C por 20s, Vaporizacdo de 700° por
8s, 2500°C de Limpeza por 5s.

0,012 ~ 0,012 4
0,010 o 0,010
0,008 o 0,008 -|
0.006 - 0,006 |
0.004 - 0,004
\ n
0,002 o
g 4 \
é | P 0,002 u/ |
oo < o000 W
. A A
-0,002 - h AN
! / -0,002 - WM
-0,004
-0,004
-0,006 |
-0,006 -
-0,008 -
-0,008
-0,010 T T T T 1
215,25 215,30 215,35 215,40 215,45 215,50 -0,010 T T T T 1
Comprimento de Onda (nm) 215,25 215,30 215,35 215,40 215,45 215,50
Comprimento de Onda (nm)
0,012 4 0,012 4
0,010 0,010
0,008 - 0,008 |
0006 | 0,006 -|
0,004 o | 0,004 |
0,002 |
» 0002+ §
2 0,000 -
<< 0,000
-0,002
-0,002 - Mo
wJ\w«f/ -0,004 -
-0,004
-0,006
-0,006 |
-0,008
-0,008 -
-0,010 T T T T 1
0,010 . . . . Y 215,25 215,30 215,35 215,40 215,45 215,50
215,25 215,30 215,35 215,40 215,45 215,50 Comprimento de Onda (nm)
Comprimento de Onda (nm)
0,012 4 0,012 4
I\ W v ' Il |
M ' w0 ]
0.008 i 0006 1 v w Wi il
| M
0.006 - v w | 0,006 -] ‘v} i
|
0.004 ] \ 0,004 /) \|
PRECLES » 0002
< 0.000] £ 00004
) !
-0.002 ] 0,002 I \A [l P, ﬁ ﬂ
i
0,004 -0.004 - i ‘\MV‘ ‘V "\‘u‘\ I
0,008 ] 0,006 ] Al \‘ Il
|
-0,008 - -0,008 - k/ \ ‘»‘J
s 218,30 215,35 215.40 215.45 215,50 0019 iy T iy T l
g g - g g g 215,25 215,30 215,35 215,40 215,45 215,50

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

(e) (f)

0,012 I [
0,010 ‘\
0,008 ‘\‘ ‘
0,006 '
0,004 r
0,002 ‘

0,000 ‘ \\

Abs

-0,002
-0,004 v
-0,006

-0,008 ‘

-0,010 L . . Y
215,25 215,30 215,35 215,40 215,45 215,50

Comprimento de Onda (nm)

(9)




42

Além disso é importante ressaltar que essa interferéncia espectral so foi
observada para os estudos feitos com o C-organico como observado na figura 13.
Evidenciando, com isso, uma interferéncia mais severa desse interferente em relacéo

aos anions inorganicos.
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Figura 13 — Espectros dos Interferentes sem Fortificacdo na Concentracdo de 1,50%
de (a) C-Glicose, (b) C-CO5*, (c) P-H,POy, (d) S-SO4* e (e) Si-SiOs*. Condigdes: 5 pL
de Ca** 1% (m v-1) de Modificador Pirélise de 200°C por 20s, 700° de Vaporizagéo por

8s, 2500°

C de Limpeza por 5s.
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A observacdes desses experimentos leva a duas situacdes distintas, primeiro a
perda de sinal observada em baixas concentracdes de C-Glicose, devido a semelhanca
entre o perfil de perda do sinal com o ensaio anterior, leva-se a inferir que também
nesse caso se deve ha indisponibilizacdo do Ca®". Duas explicacbes podem ser
propostas para isso, uma delas, a formacéo de carbeto de célcio, gerado pela queima
da matéria organica em ambiente redutor durante a pirélise, sendo esta menos
provavel em funcéo dos fatores termodindmicos da analise, a temperatura necessaria
para formacdo de carbeto de célcio a partir da reacdo entre carbono e calcio na forma
elementar seria de 1100°C (reacdo 1), ou de 2000°C para reacdo de carbono
elementar e 6xido de calcio (reacédo 2), temperaturas ndo alcancadas nos momentos
criticos da analise como a pirélise e vaporizagcao que utilizam temperaturas de 200 e
700°C (LEE, 2000).

1100 ~
Ca +2C — CaC, Reacao 1

Ca0+3Cﬂ>CaC2+CO Reagao 2

A baixa temperatura de vaporizacdo também corrobora o fato de os anions de
fésforo, enxofre e silicio ndo provocarem a interferéncia espectral, as moléculas de
fésforo, por exemplo, em forno de grafite necessitam de temperaturas de 2300°C para
volatilizacdo (PIRES; BRANDAO; TEIXEIRA, 2017). A segunda explicacdo seria a
volatilizacdo do nitrato apOs reduzido pela matéria organica presente na infusdo
durante o processo de pirélise, teoricamente essa seria a hipétese mais plausivel pelo
fato dos elementos do grupo do nitrogénio serem suscetiveis, segundo Ortner et al.
(2002), a formacédo de compostos volateis entre o carbono e o nitrogénio. Em funcéo da
interferéncia mais acentuada da matéria organica na determinacdo de N-NOjs e da
maior quantidade nas infusdes que os demais componentes inorganicos buscou-se
relacionar a concentragdo da matéria organica nas trés infusdes derivadas da Camellia
sinensis (cha preto, cha branco e cha verde) ja estudas anteriormente com o efeito de

matriz (tabela 8). Os resultados estao descritos na tabela 10.
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Tabela 9 — Concentracdo de Carbono Organico e Efeito de Matriz nas Infusbes

Amostra Matéria Organica (%C mv™) Efeito de Matriz (%)
Cha Preto 0,9 £ 0,06 68,4

Ché& Branco 0,4 +£0,03 28,3

Cha Verde 1,4 +0,03 3,1

Como pode ser observado, ndo ha relacdo observavel entre a concentracdo da
matéria organica nas infusdes e o efeito da matriz na determinacdo de N-inorganico,
contudo ao considerar processo de fabricacdo dos chas preto, branco e verde,
derivados da Camellia sinensis utilizados nesse estudo, é possivel observar que quanto
maior a etapa de fermentacdo na producéo, maior o efeito de matriz. O cha preto passa
por um processo de fermentacdo completa e apresenta maior efeito de matriz,
engquanto o cha branco, efeito de matriz intermediario, sofre uma semi-fermentacéo de
folhas ainda ndo maduras e por fim no cha verde, menor efeito de matriz, as folhas
somente sdo escaldadas ou sdo expostas a vapor de agua em alta temperatura o que
leva a inativacdo das enzimas responsaveis pela fermentacdo no cha preto (SILVA,
OLIVEIRA E NAGEM, 2010). Durante a fermentacdo ocorrem reac¢des de condensacao
entre as epigalocatequianas (figura 14a), presentes em concentracoes de 35 a 40% no
cha verde, para producéo de flavonoides poliméricos que apresentam alta estabilidade
térmica como as theaflavinas (figura 14b), concentracdo de 3 a 6% e therubiginas
(figura 14c) com concentracdes de 12 a 18% no cha preto, levando a uma maior
complexidade dos compostos organicos presentes na infusdo (SILVA, OLIVEIRA e
NAGEM, 2010). Com isso, uma possivel explicacdo para as observacoes feitas seria
que o efeito da matriz esta mais relacionado com a complexidade da matéria organica

do que com concentragcdo da matéria organica.
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Figura 14 — Flavonois Encontrados no Cha Preto e Cha Verde, (a) Epigalocatequina,
(b) Theaflavina e (c) Therubiginas
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De acordo com o conteudo discutido, ainda visando a analise direta de infusfes
de ch4, os experimentos subsequentes tiveram como objetivo a minimizacdo da
interferéncia da matriz por meio da eliminacdo da matéria organica, para isso foram
elaboradas quatro estratégias na tentativa de eliminar a matéria organica presente na

amostra a fim de determinar N-NO na matriz.

5.3. Estudos para Reducéao do Efeito de Matriz

Considerando a complexidade da matéria organica contida na infusdo de cha
preto em relacdo as demais, esta amostra foi escolhida para realizacdo dos estudos de
reducdo do efeito de matriz, sendo 0s experimentos propostos para esse fim: 1-
Aumento do tempo de pirdlise; 2- Utilizagdo de adsorvente carvdo ativado; 3-
Precipitagcdo da matéria organica; 4-Oxidacdo da matéria organica. Cabe ressaltar que

0s experimentos 2, 3 e 4 foram realizados de forma independente ndo sequencial.
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5.3.1. Estudo do Tempo de Pirdlise

Soares et al. (2016) descreve que a matéria organica residual efeito de uma
queima incompleta durante a etapa de pirdlise, é capaz produzir interferéncia na
determinacdo de Fe e Ni por SS-HR-CS GF AAS em fluorpolimeros, o que torna
necessario estratégias para eliminacdo da matéria organica, como o0 aumento da
temperatura de pirdlise ou o aumento do tempo de pirdlise. Considerando que na
determinacdo de N-inorganico ndo é possivel aumentar a temperatura de pirdlise, ja
que a partir de 300°C ocorre uma forte queda do sinal analitico, como observado nas
curvas de pirolise (figura 9), a proposicédo deste experimento se baseia em uma maior
exposicao da matriz a pirélise através do prolongamento do tempo de queima e desta
forma eliminacdo da interferéncia da matéria organica. Para avaliacdo do tempo de
pirélise foram construidas curvas de calibracdo em &gua e a infusdo (cha preto) em
cada um dos quatro tempos avaliados de 20, 40, 60 e 80s. A infusédo foi fortificada com
25 mg L' de N-NOj para certificar-se da obtencdo de sinal de absorbancia
proveniente da amostra. Além do calculo do efeito de matriz, nesta etapa foram feitos
ensaios de adicao e recuperacgao por calibracdo externa e adicao de padrao. Observou-
se a reducédo do efeito de matriz para determinacdo de N-NO3 com o prolongamento

do tempo de pirélise (tabela 11).

Tabela 10 — Efeito de Matriz nos Tempos de Pirdlise Avaliados. Condic¢des: 5 puL de
Ca®* 1% (m v'') de Modificador Pirélise de 200°C, 700° de Vaporizacdo por 8s, 2500°C

de Limpeza por 5s.

Tempo de Pirdlise Efeito de Matriz
20s 69%
40s 45%
60s 52%
80s 56%

O decréscimo mais acentuado da interferéncia da matriz foi observado para o
tempo de 40s. Para os tempos de 60 e 80s foram observados incrementos de

sensibilidade das curvas em meio aquoso (figura 15a) que ndo foram acompanhados
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no meio da amostra (figura 15b) o que se refletiu ha menor reducéo do efeito de matriz

guando comparado com o tempo de 40s.

Figura 15 — Curvas de Calibracdo Construidas com (¢) 20s de Pirdlise, (*) 40s de

Pirdlise, (*) 60s de Pirdlise e () 80s de Pirdlise (a) no Solvente e (b) na Amostra,
Condicées: 5 pL de Ca** 1% (m v?') de Modificador Pirdlise de 200°C, 700° de
Vaporizagao por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.
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Como fica claro, comparando-se as inclinagdes das curvas de calibragéo a total

eliminacdo da interferéncia de matriz ndo foi possivel, isso € corroborado pelos

resultados obtidos no ensaio de adi¢ao e recuperacao (tabela 12), onde os resultados

foram satisfatorios quando aplicado o método de calibracdo por adi¢cdo de padrao (101

- 118%), contudo bem pouco eficiente com a calibracdo externa (2,5 - 53%).
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Tabela 11 — Recuperacdes e Inclinacdes Obtidas no Estudo com Tempos de Pirélise
por Calibracdo Externa e Adicdo de Padrdo. Condicdes: 5 pL de Ca** 1% (m v?) de
Modificador Pir6lise de 200°C, 700° de Vaporizacao por 8s, 2500° de Limpeza por 5s.

Tempo de Recuperacgéao (%)

Pirdlise Calibracao Externa Adicao de Padrao
20s 3,7£2,2 1129 +£5,7
40s 53,0+1,0 118,0 £ 10,7
60s 25+15 107,0£9,0
80s 23,3+9,2 101,0 £ 24,4

Para prosseguir a otimizacado foi selecionado o tempo de pirdlise de 60s, em
funcdo do incremento de sensibilidade observado. Todavia, ao analisar o perfil de
sobreposicao dos sinais de absorbancia integrada do padrdo em solvente (4gua) e
amostra (infusdo) observou-se um melhor perfil de sobreposicdo para 0os experimentos
realizados com tempo de pirolise de 40s (figura 16b), por isso, esse tempo também foi

selecionado para posteriores experimentos.
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Figura 16 — Sinal de Absorbancia Integrada de 20 mg L™ de N-NO (¢) Solvente e (*)
Amostra para (a) 20s de Pirdlise, (b) 40s de Pirdlise, (c) 60s de Pirdlise, (d) 80s de
Pirélise. Condicdes: 5 pL de Ca®* 1% (m v'') de Modificador Pirdlise de 200°C por 20s,
700° de Vaporizacao por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.
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5.3.2. Estudo de Adsorcéao da Matéria Organica com Carvao Ativado

Outra alternativa para eliminar a matéria organica avaliada foi a utilizacdo de
carvao ativado (PRASAD e CHETTY, 2008, MANTOVANI et al. 2004). Através do
procedimento descrito no item 4.8.2 foram avaliadas as massas de carvao ativado
(0,10, 0,25 e 0,509) descritas por Prasad e Chetty (2008) e Mantovani et al. (2004). No
procedimento a amostra foi fortificada com 2,5 mg L™ de N-NOs como garantia da
obtencéo de sinal proveniente da amostra. Foi observada a reducéo do efeito de matriz
(tabela 13) para as massas de 0,10 e 0,50 g de carvao ativado para ambas condi¢des
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de pirdlise, contudo, a exatiddo da analise ainda n&o foi adequada utilizando
padronizacdo externa. Para dar prosseguimento aos experimentos a temperatura de
pirélise de 60s foi selecionada em funcdo dos melhores resultados apresentados no

ensaio de adicéo e recuperacao.

Tabela 12 - Efeito de Matriz e Recuperacdes de 10 mg L™ de N-NO para 40 e 60s de
Pirélise Utilizando Carvdo Ativado como Adsorvente para Remocdo da Matéria
Organica. Condigbes: 5 uL de Ca®" 1% (m v'') de Modificador Pirdlise de 200°C, 700°
de Vaporizacao por 8s, 2500°C de Limpeza por 5.

Massa de 40s de Pirdlise 60s de Pirdlise
Carvao EM Recuperacéo (%) EM Recuperagéo (%)
Ativado (Q) (%) AP CE (%) AP CE
Sem 45 118+ 10,7 53,0+£1,0 52 107,0+x15 25%+0,9
0,10 37 104,4+125 305%0,5 40 1036 £22,7 43417
0,25 43 89,1+16,6 30,6+7,5 52 188,3+19,9 54,0+4,7
0,50 33 795+85 33811 41 1141+53 52,3+3.2

5.3.3. Precipitacdo da Matéria Organica com Acidos

A precipitacdo da matéria organica foi proposta em funcédo da possibilidade de
precipitacdo de compostos organicos através do ajuste do pH (CARREIRA et al. 2003).
Dois &cidos foram avaliados neste experimento, acido borico e &cido cloridrico, ja que
os acidos fosforico e sulfurico poderiam precipitar o modificador quimico e a adi¢do de
acidos organicos poderia incrementar a concentracdo de matéria organica. O
experimento consistiu em adicionar 1 mL de uma solugéo 1% do acido escolhido a 5
mL de uma infus&o fortificada com 10 mg L™ de N-NO e na sequencia aferir o volume a
10 mL com agua ultrapura, neste experimento a eficiéncia foi avaliada somente por
meio de ensaios de adicdo-recuperacgao.

A recuperacado calculada para a precipitacdo com acido cloridrico foi de 33 *
0,3%. Essa baixa recuperacéo pode ser por dois motivos, a volatilizacdo de nitrato na
forma de &cido nitrico em func&o da grande reducdo do pH (BRANDAO et al. 2014) ou

a perda do analito durante a floculagdo da matéria organica, o que € corroborado pela

! AP = Adicdo de Padrdo, CE = Calibragdo Externa, EM = Efeito de Matriz
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elevada massa de precipitado formado no experimento (figura 17). Com a adicao de
acido borico foram obtidos melhores resultados com uma recuperacao de 61,67 + 3,25.
Em funcdo dos melhores resultados obtidos nesta etapa, foi levada a frente a
otimizag&o do experimento, aumentando-se a concentragcdo da solugéo acida, mas ndo

foram observadas melhoras significativas.

Figura 17 — Resultado da Adic&o de (a) Acido Cloridrico e (b) Acido Borico.

5.3.4. Oxidacdo da Matéria Organica com Peréxido de Hidrogénio

A oxidacdo da matéria organica consistiu em dois experimentos nos quais foi
feita a avaliagdo sistematica do volume adicionado do agente oxidante, peroxido de
hidrogénio. Foram avaliados volumes de 1 a 4 mL (com incrementos de 1 mL). O
primeiro estudo consistiu em realizar as adi¢cdes de peroxido de hidrogénio a infusao
fortificada com 10 mg L™, o estudo foi monitorado por meio de ensaios de adigéo e
recuperacgdo. As recuperacdes ndo ultrapassaram 75% (figura 18).

Em vista dos melhores resultados em comparacédo as alternativas anteriores,
avaliou-se a possibilidade de empregar ultrassom como intensificador do processo de
oxidacdo. Esta proposta se baseia na teoria de que o ultrassom tem a capacidade de
intensificar a producdo dos radicais HO', tanto a partir da agua como do peréxido e
hidrogénio (EXPOSITO et al., 2017). Contudo, a oxidac&o assistida com ultrassom n&o
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foi capaz de promover melhora na recuperacdo de nitrogénio -inorganico como pode

ser observado em vermelho na figura 18.

Figura 18 — Estudo com Adicdo de Peroxido de Hidrogénio (¢) Sem Ultrassom, (°)
Aplicacéo de Ultrassom Durante 5 min com 50% de Amplitude. Condicdes: 10 mg L™ de
N-NO, 5 uL de Ca*" 1% (m v*') de Modificador Pirdlise de 200°C por 60s, 700° de
Vaporizacao por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.
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Por fim, foi avaliado o aumento da amplitude de onda do ultrassom. Inicialmente
realizaram-se 0s experimentos com 50% de amplitude, e ao fim do estudo foram
avaliadas amplitudes superiores de 60 e 70% (limite imposto pelo fabricante). Observa-
se na figura 19 que os resultados ndo foram melhores, com queda da recuperacédo de

N-NO o que pode ter ocorrido em funcdo da decomposi¢do do peroxido de hidrogénio.
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Figura 19 — Estudo da Aplicacdo de (*) 50% de Amplitude, (¢) 60% de Amplitude e ()
70% de Amplitude Durante 5 min com 50% de Amplitude. Condicdes: 10 mg L™ de N-
NO, 5 pL de Ca®" 1% (m v') de Modificador Pirélise de 200°C por 60s, 700° de
Vaporizagao por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.
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5.4. Condicdes para Determinacédo de N-NO

ApoOs os estudos realizados conclui-se que as alternativas avaliadas nao foram
eficientes na completa eliminagcdo do efeito de matriz para determinagcdo de N-
inorganico. Devido a variabilidade da matriz ndo se torna viavel a compatibilizacdo da
curva de calibracdo. Contudo a determinacao direta de N-NO nas infusbes € possivel
utilizando padronizacéo por adicdo de padréao.

Os parametros experimentais otimizados foram: Temperaturas de pirolise e
vaporizacao 200°C e 700°C, com 60s de pirdlise. O procedimento para analise das
amostras consistiu em preparar uma curva de calibragdo com adi¢des de 10, 30 40 mg
L™ de N-NO a 1 mL de amostra em um tubo de polipropileno de 2 mL, apés, afericdo

do volume a 2 mL e este tomado como volume de amostra.

5.5. Desempenho Analitico
Nessa secdo serdo apresentadas as figuras de mérito (linearidade, limites de

deteccdo e quantificacéo, exatidao e precisédo) avaliadas para o método desenvolvido.
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5.5.1. Faixa Linear

A faixa linear de trabalho foi avaliada no meio da infusdo de Camellia sinensis
(ch& preto) que ofereceu a maior interferéncia de matriz. A sua determinacéo foi feita
através de adicbes sucessivas de 10 mg L™ de N-NO na amostra (infusdo), até o
primeiro ponto que a correlacdo linear fosse inferior a 0.990 o que se concretizou na
concentracéo de 120 mg L™ de N-NO, como observado na figura 20. Sendo que a partir

de 130 mg L™*de N-NO observa-se mudanca na inclinacéo.

Figura 20 — Faixa Linear Estuda, até () 120 mg L™, Condicdes: 5 pL de Ca** 1% (m v’
1y de Modificador, Pirdlise de 200°C por 60s, 700° de Vaporizacdo por 8s, 2500°C de

Limpeza por 5s.
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5.5.2. Limites de Deteccao e Quantificacdol

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados segundo Ribani et al.
(2004), utilizando os parametros da curva de calibragéo construida no meio da amostra
com valores obtidos de 0,29 mg L™ e 0,96 mg L™, respectivamente. Comparando aos
demais trabalhos apresentados na literatura que fazem a determinacdo de N-NO HR-
CS GF AAS, os valores se encontram semelhantes ao trabalho de Brand&o et al.
(2014) que possui um limite de deteccdo 0,10 mg L™ para determinacdo de N-NO em
agua subterranea, uma matriz com uma concentragdo menor de matéria organica

presente.
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5.5.3. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através de um estudo de adi¢cao recuperacao
realizado em trés infusdes preparadas a partir de ervas diferentes. A primeira infusao
utilizada foi preparada a partir da Camellia sinensis (cha preto) utilizado durante toda a
otimizacdo do meétodo. As demais ervas foram escolhidas por serem utilizadas na
producao de infusbes com diferentes partes das plantas.

As trés infusGes foram analisadas sem fortificagéo para entdo serem fortificadas
com 10 mg L? de N-NO e analisadas novamente, e por diferenca foi calculada a

recuperacédo do analito (tabela 14).

Tabela 13 — Resultados de Adicdo Recuperacdo para as Amostras de Camellia
sinensis, Foeniculum vulgare e Matricaria recutita. Condi¢ées: 5 pL de Ca®" 1% (m v
de Modificador Pirdlise de 200°C por 60s, 700° de Vaporizacdo por 8s, 2500°C de

Limpeza por 5s.

Amostra Recuperacéo (%)
Camellia sinensis (Chéa Preto) 85,0+5,3
Foeniculum vulgare (Funcho) 81,6 +3,0
Matricaria recutita (Camomila) 107,9+5,8

Os valores obtidos para recuperacdo nas trés amostras de infusdo se encontram

de acordo com outros trabalhos (tabela 15) que fazem a determinacdo de N-NO3 em

vegetais.

Tabela 14 — Comparacéo da Recuperagédo Obtida com Dados da Literatura

Faixa de Técnica _
Amostra . - Referéncia
Recuperacéo (%) Utilizada
Infusdes 81-108 HR-CS GF MAS Este trabalho
Vegetais 74 a 110 HPLC — UV Hsu, Arcot e Lee (2009)
Vegetais 90all2 Prasad e Chetty (2008)

5.5.4. Precisao

Para determinagdo da precisdo do método foi utilizada novamente a mesma

amostra de Camellia sinensis (ch& preto) empregada na otimizagdo do método. A



57

determinacao foi feita seguindo a recomendacéo recomendada pelo guia de validacao
da ANVISA, (n = 5). A precisao foi determinada através do calculo do desvio padrao
relativo (RSD), obtendo-se um RSD igual a 8,4%, valor que entra de acordo com o guia
de validacdo da ANVISA que recomenda valores abaixo de 15% (BRASIL, 2003).

5.6. Aplicacdo do Método para Determinacdo de N-NO em Infusdes de Ervas
Organicas e Convencionas

As amostras obtidas comercialmente para o estudo foram adquiridas sempre na
condicdo de que para cada erva tivesse pelo menos uma amostra de origem organica.
Inicialmente se observou que a concentracdo de nitrato se relaciona com a parte da
erva utilizada para confeccdo do sache de cha, como observado na tabela 16, as
maiores concentracdes de N-inorganico foram encontradas em infusdes preparadas a

partir de folhas.

Tabela 15 — Concentracdo de N-NOjz Determinada nas Amostras Organicas e
Convencionais: Condi¢bes: 5 pL de Ca** 1% (m v') de Modificador Pirélise de 200°C
por 60s, 700° de Vaporizacéo por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.

Erva Utilizada Parte da Marca Cultivo Estado Concentracéao
Erva (mg L™
Carqueja Folhas 4 Conv, RS 1,93+0,14
(Baccharis) Folhas 8 Org. RS <LD
Folhas 5 Conv. SP 3,46 £ 0,34
Chéa Verde
_ Folhas 8 Org. SP <LD %
(Camellia
) ) Folhas 9 Conv. SC 7,10+ 0,44
sinensis)
Folhas 9 Conv. SC 1,19+0,12
Cha Preto Folhas 6 Conv. RS 20,73 +1,62
(Camellia
. : Folhas 9 Conv. RS 3,74 £ 0,09
sinensis)
Cha Branco
(Camellia Folhas 9 Conv. SP 3,44 £ 0,39

sinensis)
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Continuacao da tabela 16.

Erva Utilizada Parte da Marca Cultivo Estado Concentragéo
Erva (mg LY
S Folhas 1 Conv. RS 12,71+1,21
Capim-cidreira
Folhas 3 Conv. SP 1,32+ 0,09
(Cymbopogon
) Folhas 7 Org. RS <LD
citratus)
Folhas 8 Org. SP <LD
Funcho Frutos 1 Conv. RS 2,24 + 0,45
(Foeniculum Folhas 7 Org. RS 2,10 £ 0,09
vulgare) Folhas/Frutos/Talos 9 Conv. SC 1,22 £ 0,07
Camomila Flores 8 Org. SP 2,67 £0,39
(Matricaria
. Flores 9 Conv. SC <LD
recutita)
Melissa Folhas 4 Conv. RS 26,96 + 0,91
(Melissa Folhas 7 Org. RS <LD
Officinalis) Folhas 9 Conv. SC 3,38+0,24
Folhas 1 Conv. RS 46,49 + 7,31
Folhas 3 Conv. SP 44,23 £ 2,35
Hortela Folhas 4 Conv. RS 56,17 + 0,42
(Mentha) Folhas 7 Org. RS 3,43+0,72
Folhas 9 Conv. SC 31,10 + 0,87
Folhas 2 Conv. SP 37,06 £ 3,34

Os resultados sumarizados na figura 21 mostram que as ervas que
apresentaram concentracées acima de 7,10 mg L™ foram todas preparadas com folhas,
enquanto que infusdes preparadas com flores ou apresentaram concentracdes abaixo

do limite de deteccéio ou ndo ultrapassaram 2,67 mg L™ de N-inorganico.
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Figura 21 — Concentracdo de N-Inorganico Determinado nas InfusGes de Ervas.
Condicdes: 5uL de Ca®* 1% (m v'*) de Modificador Pirélise de 200°C por 60s, 700° de
Vaporizagao por 8s, 2500°C de Limpeza por 5s.
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Nas infusBes preparadas a partir de folhas era esperado o comportamento
observado, jA que as folhas sdo os 6rgdos responsaveis pelo armazenamento e
metabolismo do nitrogénio inorganico (nitrato e nitrito) nas plantas (TISCHNER e
KAISER, 2007). Isso pode justificar o fato de nas infusdes de funcho e camomila serem
encontradas concentracfes baixas de N-NO. No entanto € plausivel a presenca de
nitrato nestas ervas visto que trabalhos na literatura encontraram nitrato em bebidas
como cha gelado de péssego, vinho tinto e vinagres de uva e maca, 0s quais séo
produzidos a partir do fruto (GURKAN e ALTUNAY, 2015).

As demais ervas analisadas, Camellia sinensis (cha preto, branco e verde),
melissa e capim-cidreira apresentaram niveis diferenciados nas concentracdes de N-
NO nas infusdes, por exemplo, as infusbes de Camellia sinensis (cha verde)
apresentou concentracdes de 1,10, 3,46 e 7,10 mg L' de N-NO que podem ser
consideradas pequenas variagcbes se comparada com as infusbes de ervas
convencionais da melissa se encontra entre 3,38 a 26,96 mg L™. Este comportamento
se mostra para outros vegetais apresentados na literatura, 0os quais apresentam
variagdes muito mais bruscas na concentra¢gdo de N-NO como no trabalho de Correa et

al. (2010) que apresenta variagbes na concentracdo de N-NO para amostras de salsa



60

entre 9 e 2441 mg L™ e para repolho entre 54 e 939 mg L™, embora os trabalhos que
observam estas variacdes grandes na concentracdo de nitrato ndo explorem uma
teoria, é possivel que seja decorrido da disponibilidade de N-NO presente no solo seja
diferente para os vegetais.

A segunda observacdo sobre as amostras se refere as diferencas entre a
concentracdo de N-NO nas infusdes de origem organica e convencional, neste caso,
das oito amostras de origem organica analisadas, cinco apresentaram concentracoes
abaixo do limite de detecgdo, uma amostra apresentou concentragao de nitrogénio
acima do limite de quantificacdo, caso da horteld organica com uma concentracdo de
3,46 mg L™ de N-NO que se encontra muito inferior as concentracdes determinadas
nas infusdes de horteld convencional. Esse comportamento pode se justificar pelo fato
do produtor estar em uma fase de transicdo entre a producdo de alimentos
convencionais e organicos o que segundo Worthington (2001) pode ocorrer pelo
acumulo de N-NO no solo o que levariam a uma concentracdo mais alta de nitrato
neste caso. A variagdo da concentragdo nas amostras de funcho foi muito pequena
independente se a infusdo é feita com mistura dos talos, frutos e folhas ou apenas com
os frutos da parte da erva, ou se € de cultivo organico ou de cultivo convencional. A
camomila apresentou comportamento inverso, ou seja, nao tinha nitrato na amostra
convencional e na amostra orgéanica foi possivel a determinacéo de N-NO.

As infusbes preparadas com ervas de origem organica se enquadram no
comportamento descrito por Winters e Davis (2006), ou seja, a concentracdo de
nitrogénio inorganico nas amostras organicas seria menor que a concentracdo nas
amostras convencionais. A menor concentracdo de N-NO nas infusbes de ervas
organica pode ser decorrida da rapida metabolizagdo do nitrogénio assimilado
impedindo o acumulo de grandes concentracdes de nitrogénio nas folhas. Desta forma
ao invés do nitrogénio oriundo do solo ser acumulado nas folhas ele acaba por ser
convertido a compostos organicos necessarios ao desenvolvido do vegetal como
clorofila, aminoacidos além de metabdlitos secundarios utilizados como mecanismo de
defesa (DAS, BORUA e BAGHAT, 2003). Esta concentracao inferior pode ser também
devido o uso de fertilizantes organicos que nao apresentam o nitrogénio na forma de
nitrato mas sim como compostos de nitrogénio que seriam assimilados e metabolizados

por outras vias metabdlicas. Pode ser o fato também de o fertilizante “alternativo”
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empregado nestas ervas de cultivo organico ndo conter nitrogénio, sendo aplicadas
rochas moidas sem nenhum tratamento prévio ao solo das plantas para manutencéo
de fertilidade (STERTZ et al., 2009).

A ingestéo diaria aceitavel de nitrato também foi considerada para as infusfes
analisadas, porém devido ao preparo adotado nesse trabalho utilizar um volume menor
do que o indicado pelos fabricantes das ervas, foi feita a estimativa da concentracdo de
N-NO que estaria presente no volume sugerido na embalagem que corresponde a um
volume de 200 mL de infusdo. A estimativa do volume de ingestéo foi determinada com
base em 3,24 mg de N-NOj3  por quilograma de massa corporal com o volume de
infusdo (PORTO et al. 2012).

Tabela 16 — Concentracdo de N-NO estimada para uma infusédo preparada pela por um
Saché em 200mL de &gua e valores de ingestdo diaria aceitavel para N-NO inorganico

calculados com base um valor de 3.24 mg Kg™ de massa corporal

Concentragdo em 200 mL Litros de Infusé&o por

Erva 4
(mg L™) Kg de Massa Corporal
Carqueja
q J. 0,16 4,60
(Baccharis)
. 0,29 2,57
Cha Verde
. : 0,10 7,46
(Camellia sinensis)
0,59 1,25
Ché& Preto 1,73 0,43
(Camellia sinensis) 0,31 2,37
Cha Branco
L . 0,29 2,58
(Camellia sinensis)
Capim-cidreira 1,06 0,70
(Cymbopogon citratus) 0,11 6,73
0,19 3,96
Funcho
0,18 4,23

(Foeniculum vulgare)
0,10 7,28




62

Continuacao da tabela 17

Erva Concentragao em 200 mL Litros de Infusé&o por
(mg LY Kg de Massa Corporal
Camomila

(Matricaria recutita) 0.22 3:33
Melissa 2,25 0,33
(Melissa officinalis) 0,28 2,63
3,87 0,19
3,69 0,20
Horteld 4,68 0,16
(Mentha) 0,29 2,59
2,59 0,29
3,09 0,24

A partir dos dados observado na tabela 17 pode ser considerado que a
concentracdo de N-NO presente nas infusées ndo oferece um grande risco para
agueles que as consumirem independe do volume de infusdo ingerido, visto que
algumas das ervas seria necessario ingerir um volume demasiadamente grande para
surtir um efeito negativo. Além das amostras determinadas se buscou fazer a
determinacao de N-NO em infusbes de erva mate (llex paraguariensis), contudo devido
a grande quantidade de carbono organico presente ndo foi possivel a determinagéo
pela ocorréncia de interferéncia espectral.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Um novo método para determinacédo direta de N-NO em infusdes de ervas foi
desenvolvido. O método se baseia na utilizacdo das bandas moleculares da molécula
diatdmica de NO que podem ser determinadas por meio de espectrometria de absorcao
molecular de alta resolucdo com fonte continua. O método desenvolvido consiste na
injecdo direta da infusdo de ervas no forno de grafite do instrumento de absorcéo
molecular, para determinacdo ser feita diretamente no que seria disponivel para
consumo humanao.

O método apresentou certas limitagbes em funcdo do efeito de matriz
determinado o que se relaciona a presenca de carbono organico nas infusdes. As
limitacBes se relacionam a caracteristicas préprias da determinacdo de N-NO como a
temperatura de pirélise que nédo pode ultrapassar 200°C em virtude da perda do analito
e concomitante queda do sinal de N-NO. No entanto a temperatura de vaporizagao
mais baixa pode ser considerada uma vantagem para determinacdo de NO, visto que
esta ndo permite a vaporizacdo de compostos capazes de produzir interferéncia
espectral para fonte continua como fosforo e silicio que produzem as moléculas
diatbmicas de PO e SiO. No entanto compostos que fossem capazes de gerar
interferéncia espectral de PO e SiO também podem vir a indisponibilizar o modificador
guimico o que provoca a queda do sinal. A interferéncia da matéria organica também
pode ser detectada sendo esta a mais provavel pela interferéncia no método por ser
aguela com maior concentracdo nas amostras.

Apesar terem sido estudas estratégias para eliminar a interferéncia da matéria
organica nao foi possivel a sua eliminacdo o que dificulta a determinagdo de N-NO
utilizando calibracdo externa em que 0 que mais se aproxima seria o0 aumento do
tempo de pirolise. Desta forma se buscou outro método que fosse possivel a
determinacao de forma que fosse levado em consideragéo o efeito de matriz o que foi
realizado utilizando adicdo de padrdo para correta determinacdo, além de existirem
outro procedimentos possiveis tanto para eliminacao da interferéncia como a utilizacéo
de sulfato de zinco como clarificante ja que este ja é utilizado em outros trabalhos para
determinacao de nitrato, ou a utilizagcdo da curva construida no meio da amostra e esta

ser aplicada a todas as demais amostras. Outra possibilidade que se poderia estudar
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futuramente € a néo utilizacdo da pirélise partindo diretamente para atomizacao logo
apos a secagem como em outros trabalhos que fazem a determinacao de mercurio.

O método apos otimizado teve seu desempenho analitico avaliado através da
faixa linear que se estende até 120 mg L™, limites de deteccdo e quantificacdo que se
encontram em 0.29 mg L™ e 0.96 mg L™. A exatiddo avaliada por meio de ensaios de
adicao recuperacéo foi feita e mostra que o método apresenta boas recuperacdes que
se encontram na faixa de 81 a 107% de recuperacdo. Além da precisdo determinada
pelo desvio padrao relativo que apresenta o valor de 8,4%.

A concentracdo de nitrogénio inorganico pode ser considerada um parametro a
fim de comparar produtos de origem organica e convencional visto que a grande
maioria das amostras organicas apresenta niveis nitrogénio inorganico abaixo do limite
de deteccdo de 0,29 mg L™ enquanto que uma das amostras organicas apresenta um
valor muito inferior a menor concentracdo das de origem convencional. A ingestao
diaria aceitavel de nitrogénio inorganico também foi determinada obtendo-se valores de
0,2 a 7,4 L por quilograma o que pode tornar segura a ingestao destas infusdes tanto
se forem de origem convencional como as de origem organica, visto que seriam

necessarios volumes muito grandes de infusdo a ser ingerida.
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8. APENDICE | - PREPARO DE REAGENTES E SOLUCOES

Nesta secao estdo organizados os procedimentos utilizados para o preparo dos
padrbées, modificadores quimicos e reagentes empregados hos experimentos

desenvolvidos durante a execucao do trabalho.

8.1. Solucao Padrao
e Padrdo de 1000 mg L™ N — NOs foi pesado 0,303g de NaNOs e solubilizado no
minimo de agua destilada para entdo ser transferido para baldo volumétrico e

avolumado para 50mL.

8.2. Modificadores Quimicos

e Modificador de Ca** 1% (mv™): foi pesado 0,692g de CaCl, anidro, transferiu-se
para baldo volumétrico e solubilizado no minimo de agua necesséria, entdo seu
volume foi completo a 25mL.

e Modificador de Sr** 1% (mv™): pesado 0,760g de SrCl, » 6H,0, transferiu-se para
baldo volumétrico e foi solubilizado no minimo de agua necesséria, entdo seu
volume foi completo a 25mL.

e Modificador de Ba®* 1% (mvY): foi pesado 0,444g de BaCl, * 2H,0, transferiu-se
para baldo volumétrico e foi solubilizado no minimo de agua necessaria, entao seu

volume foi completo a 25mL.

8.3. Solucgdes do Estudo de Interferentes

e Solucéo de 5% de carbono orgéanico: foi pesado 2.50 de Glicose transferiu-se para
baldo volumétrico e foi solubilizado no minimo de agua necessaria, entdo seu
volume com completo a 50mL.

e Solugcbes de Carbono Inorganico: para cada concentracdo estudada foi pesada a
massa correspondente de Na,COj3 e solubilizado com agua e seu volume aferido a
10mL.

e Solugdo 5% de P-H,PO,: foi pesado 7.74g de NaH,PO, diretamente em tubo
falcon de 50mL, solubilizado no minimo de agua necessario e entdo o volume foi

aferido a 40mL.



8.4.
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Solucéo 5% de S-S0, foi pesado 8.86g de Na,SO, diretamente em tubo falcon
de 50mL, solubilizado no minimo de agua necessério e entdo o volume foi aferido a
40mL.
Solucéo 5% de Si-SiO5*: foi pesado 8.69g de Na,O3Si diretamente em tubo falcon
de 50mL, solubilizado no minimo de agua necessério e entdo o volume foi aferido a
40mL.

Solugdes Utilizadas no Teste de Precipitacéo

Acido Boérico 1% (mv™): foi pesado 0,4 g de &cido borico em béquer com agitador
magneético, solubilizado a quente, depois de esfriar a temperatura ambiente foi
transferido quantitativamente para tubo falcon de 50mL e seu volume aferido a
40mL com agua destilada.

Acido Cloridrico 1% (mv™): foi transferido 1.08 mL de &cido cloridrico 37% para
tubo falcon de 50mL contendo 10mL de agua destilada e depois seu volume foi

aferido a 40mL com &gua destilada.



