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USE OF THE HRICP-MS TECHNIQUE FOR THE EVALUATION OF BORON ISOTOPES IN EUCALITPUS PLANTS. The B
isotope tracer technique is essential to study the B mobility in plants. Factors that can influence the quality of measured
B isotope ratios were optimized experimentally using High Resolution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
(HRICP-MS). An isotopically certified standard (NIST SRM-951) was used. The best combination was obtained using a
resolution of 400, a RF power of 1250 W, followed by 15 measurements over a 10-s integration period each (15*10). Utilizing
this approach it was possible to obtain a precision of 0.3 % in standard material and 2z % in the experimental samples. The
results show the importance of establishing optimized work conditions before carrying out the analytical series.
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INTRODUCAO

O boro (B) € um elemento quimicamente complexo; depois do
carbono, deve ser o elemento de caracteristica fisico-quimica mais in-
trigante.! E um elemento essencial para as plantas e sua deficiéncia afeta
o crescimento e produc@o das culturas em diversas regides do mundo.?
No solo, os teores disponiveis para as plantas variam entre 0,1 e 2 mg
dm de B (B extraido pelo método dgua quente),’ e teores foliares entre
20 e 100 mg kg'! sdo considerados adequados para a maioria das plantas
cultivadas.? Os teores de B encontrados em tecido vegetal t€m sido usa-
dos como indicativo do estado nutricional desse elemento nas plantas.

Diversas técnicas t€ém sido usadas para determinacdo de B no
solo e em tecido vegetal.> O método colorimétrico é o mais difundido
e baseia-se na formagdo de complexo colorido com acido bdrico a
pH 5.1, utilizando azometina-H. A intensidade da cor é medida a 420
nm, em espectrofotdmetro ou colorimetro. E um método simples, de
rdpida execucgiio e com sensibilidade apropriada para a maioria dos
estudos de fertilidade do solo e nutri¢do de plantas. A determinagio de
elementos-tragos, entre eles o B, tem sido facilitada apds a introdugio
dos espectrofotometros de emissdo dptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES), sobretudo pelo baixo limite de deteccao, pela
ampla faixa de linearidade e pela determinacéo miuiltipla de elemen-
tos.® No entanto, a determinacdo do teor total de B em tecido vegetal
ndo permite o conhecimento da redistribui¢cdo ou remobilizacio do
nutriente entre os 6rgdos da planta. Também ndo permite distinguir a
origem do B nos estudos de fertilizac@o e absor¢@o do nutriente pelas
plantas. Assim, estudos da razdo isotdpica de B em amostras vegetais
sdo de fundamental importancia para a compreenséo da absor¢ao e do
transporte do nutriente internamente na planta, sendo relevante na
distingdo dos gendtipos quanto a aquisi¢do e utilizagao do nutriente’
e na orientagdo de técnicas mais apropriadas de fertilizagao.

As técnicas tradicionalmente empregadas na determinaco de razdes
isotopicas de B em amostras vegetais sdo a espectrometria de massas
termoidnica (TIMS) e a espectrometria de massas de fon secundario
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(SIMS).% A TIMS ¢ a técnica mais precisa e sensivel e permite a ané-
lise por meio de fons positivos!® ou negativos.!! A grande desvantagem
desta técnica se deve a interferéncias isobaricas, exigindo a separagdo
quimica do elemento de interesse. A técnica SIMS possui a vantagem
de permitir a determinagdo simultinea da concentracdo e composi¢ao
isotépica do B nas amostras em estudo sem nenhum tratamento prévio,
porém a precisdo dos resultados € inferior a da técnica anterior (cerca
de 3-4%), o que torna dificil a observagdo de pequenas variagdes na
intensidade isotdpica a ser medida.

A partir de meados da década de 1970 surgiu uma nova instru-
mentacdo analitica, resultante do acoplamento de uma fonte de {on
extremamente eficiente (plasma indutivamente acoplado-ICP) com
uma técnica de andlise i0nica extremamente seletiva (espectrometria
de massas-MS). Essa técnica, denominada espectrometria de massas
com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), rapidamente
se popularizou e tem sido utilizada nas mais diversas dreas do conheci-
mento.'*'* Atualmente, duas categorias de equipamentos dessa natureza
estdo disponiveis: os chamados de baixa resolucdo, cuja separacio
i0nica € feita, fundamentalmente, por filtros quadrupolos; e aqueles
conhecidos como de alta resolugdo ou setor magnético, nos quais a
analise do feixe i0nico € realizada por meio de um sistema conhecido
como Nier-Johnson invertido, no qual um analisador magnético estd
acoplado a um setor elétrico."

Ambas as técnicas tém sido utilizadas nos estudos de isétopos de
B."* Técnicas de determinacao dos dois isétopos estdveis de B, B ¢ !'B,
com abundancia natural aproximada de 19,9 e 80,1%, respectivamente,
permitem o monitoramento do B em sistemas biolégicos. O baixo limite
de deteccdo € uma grande vantagem em relacdo aos demais métodos,
podendo variar de 1 a3 ug L' de B em extratos bioldgicos digeridos.'”:'8
A determinacdo de B por meio da dilui¢do isotépica em ICP-MS ¢é
considerada a mais exata técnica para andlises quantitativas.'”

Analises isotopicas de B normalmente ndo sofrem interferéncias
espectroscopicas. Entretanto, varios outros fatores podem influenciar
a qualidade dos resultados analiticos, entre os quais: tempo morto
dos detectores, efeito espago/carga, eficiéncia de transmissao idnica,
estabilidade da corrente i0nica e resolucdo espectral.'> Todos esses
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parametros podem ser otimizados experimentalmente, por meio da
andlise de material de referéncia certificado isotopicamente; contu-
do, sdo poucos os relatos na literatura sobre as condi¢des analiticas
adequadas para andlise da razdo isotdpica do B em material vegetal,
por meio de espectrometria de massas de alta resolu¢do com fonte
de plasma ativado indutivamente (HRICP-MS).

A utilizagdo de técnicas sensiveis e capazes de determinagdo de B
com alta precisdo e exatiddo € fundamental para avaliagdes de razdes
isotGpicas de B nos estudos de fertilizacdo e absor¢do de B e de
mobilidade do nutriente em plantas.”! Neste trabalho, objetivou-se
avaliar a técnica HRICP-MS na determinacao da razao isotépica de B
em amostras de tecido de plantas de eucalipto submetidas a aplicagio
de !B e sua aplicagdo para estudos de mobilidade de B em plantas.
Para isso, foram avaliados os principais fatores que influenciam a
qualidade das medidas da razdo isotdpica do B, como a estatistica
de contagem, a poténcia da radiofrequéncia, a qualidade do espectro
e o ajuste do sistema 6ptico do aparelho.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucgoes

Todos os reagentes utilizados apresentavam pureza analitica.
O 4cido nitrico (Merck, Darmstadt, Germany) foi preparado com
dgua com resistividade de 18,2 MQ cm!, obtida em sistema Milli-
Q (Millipore, Bedford, MA, USA). A solucdo de B, enriquecida
com '“B (99 atom% '°B), foi preparada a partir de H,BO, (Aldrich).
A solucdo estoque de 1.000 mg L' de B foi preparada a partir de
material de referéncia certificado NIST SRM-951, com 19,827% de
B e 80,173% de '"B. Padrdes contendo 91,85 ug L' de B foram
preparados a partir da solucio estoque padrdo e usados na fase de
calibrag@o e durante as séries analiticas. A concentracio do padrio
era proxima das concentracdes esperadas nos extratos diluidos das
amostras a serem analisadas.

Obtencao do material vegetal

Mudas de dois clones comerciais de eucalipto, codificados sob os
nimeros 68 e 129, foram cultivadas em solugéo nutritiva,? ¥4 forca,
com 10 umol L' de B (abundancia natural), sendo a fonte H;BO,
(Merck, Darmstadt, Germany), durante 21 dias, em casa de vegeta-
¢do. Apos esse periodo, selecionaram-se plantas uniformes de cada
clone. Dois tercos das plantas foram cultivados na auséncia de B, e o
tergo restante, na presenga de 20 umol L' de B (abundéncia natural).
Decorridos 45 dias nessas condig¢des, uma unica folha madura das
plantas crescidas na auséncia e de outras crescidas na presenca de
B foi imersa em solugdo de H,BO, enriquecido com 99 atom % '°B,
na concentragao de 1,64 g L' de '°B, durante 1 min. Outras plantas
cultivadas na auséncia de B ndo receberam a solugio de '°B, perma-
necendo como testemunhas. Precaugdes foram tomadas para a ndo
contaminacdo de outras partes da planta e da solucdo nutritiva. Dessa
forma, podia-se verificar qualitativa e quantitativamente a transloca-
¢d0 de B da folha madura para outras partes da planta.

Nos tempos de 1, 5, 12 e 17 dias apds a imersao da folha madura
em solug¢do contendo '°B, foram retiradas amostras de tecidos jovens
(folhas jovens e dpices dos ramos), dos trés tratamentos impostos. Pre-
viamente a imersdo da folha madura em solugé@o contendo B foram
retiradas amostras de tecidos jovens para referenciar o tempo zero.

Preparo das amostras

As amostras dos tecidos jovens foram secas em estufa de circu-
lacdo forcada a 65 °C por 96 h. Elas foram trituradas e, aproximada-
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mente, 0,2 g do material foram calcinados a 550 °C em cadinhos de
porcelana; em seguida, o residuo foi dissolvido em 5 mL de dcido
nitrico, na concentragio de 1,59 mol L"'. O residuo foi passado por
filtro de ndilon de 0,45 um e armazenado em microtubos pldsticos
em ultrafreezer.

Procedimento analitico e obtencio dos dados

Para a determinag@o da razdo isotépica de '°B:!"'B utilizou-se um
espectrometro de massa de alta resolu¢io com fonte de plasma ativado
indutivamente (HRICP-MS, Element-Thermo Finnigan, Bremen,
Germany), nas condigdes de operagdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Condig¢des de operagdo do HRICP-MS

Instrument Element ( Thermo Finnigan, Bremen, Germany)
Sensitivity 10 ng g '"*In = 1x 10° counts
rf Power 1250 W
Nebulizer Meinhardt glass with water cooled spray chamber ,
Scott type
Sample uptake 0.8 mL min’!
Interface Ni cones

Gas flows (L min™) Plasma = 14, auxiliary 1.0 , nebulizer = 0.90

Resolution m /A m 300,
Integration window 80%
Scans Eletric, number of scans =30
Detector Ton counting

Solugdes padrao NIST SRM-951, de razdo '°B/''B equivalente a
0,247, foram analisadas em diferentes combinagdes de poténcia da
radiofrequéncia, focus e método de contagem. Também foi avaliada
a estabilidade da leitura ao longo do tempo. A melhor combinacio,
a que mais se aproximasse do padrdo certificado NIST SRM-951 e
com menores valores de coeficiente de variacio (CV), foi considerada
apropriada para realizagdo das séries analiticas.

Uma vez estabelecidas as condicdes de trabalho mais adequadas
para as andlises (calibragdo), procedeu-se a determinagdo da razao
isotdpica de B (’B:!'B) em tecido de eucalipto. As amostras foram
diluidas 10 vezes com dgua deionizada 18,2 MQ cm e colocadas
em amostrador automdtico, determinando-se a razdo isotdpica de
1B:!''B nos extratos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foram estudados os principais fatores que poderiam
influenciar a qualidade da razdo isot6pica: estatistica de contagem,
poténcia da radiofrequéncia, qualidade do espectro e ajuste do sistema
optico do aparelho. As amostras analisadas nessa fase (padrdo certificado
NIST 951) representaram diferentes combinagdes de fatores interferentes
na razdo isotdpica de B. Os resultados mostraram que a qualidade da
determinac@o da razao isotdpica (exatiddo e precisdo) depende de ajustes
especificos do aparelho e do método adotado (Figura 1). A aproximagao
dos valores medidos no aparelho ao padrao NIST 951 foi possivel quando
se adotaram canais de 400 (resoluc@o de massa, M/AM).

A poténcia da radiofrequéncia foi a varidvel de maior influéncia na
razdo '°B/"'B, e o melhor ajuste, em relagdo ao padrdo NIST 951, foi
obtido utilizando valores de 1.250 W (Figura 1). A selec@o de valores
de resolugdo de massa mais elevados (3800) em HRICP-MS resultou
em interferéncias do ion “’Ar** na leitura do '°B devido a pequena
diferenca entre o nimero de massa de ambos. Essa interferéncia foi
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Figura 1. Razdo isotopica de B considerando a poténcia da radiofrequéncia,
focus e método, utilizando canais de 200 e 400. O trago (=) indica a razdo
isotdpica do padrao NIST SMR 951

reduzida com a ado¢ao de uma menor resolucao (350) e menor valor
de poténcia da radiofrequéncia (1200 W).* Operando em condigdes
de menor resolugdo o sinal geralmente tem maior intensidade e os
picos tem formato de topo achatado, resultando em maior precisdo
da medic@o da razdo isot6pica do B.?

O focus utilizado também influenciou a razdo isotdpica de B.
Valores menores que -650 se mostraram mais apropriados para de-
terminacdo da razao isotdpica (Figura 1).

A calibragio do aparelho em relaciio ao padrdo NIST 951 foi
possivel apenas quando se adotou estatistica de contagem de 15%10
(15 medi¢des com 10 periodos de integracdo) (Figura 1). As demais
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Figura 2. Coeficiente de varia¢do (CV%) da razdo isotopica de B, consi-
derando a poténcia da radiofrequéncia, focus e método, utilizando canais
de 200 e 400

combinagdes foram pouco exatas e precisas, sendo, portanto, descar-
tadas nas determinacdes posteriores a fase de calibragao.

O coeficiente de variacdo também foi influenciado pelas dife-
rentes combinacdes na fase de calibracdo (Figura 2). Considerando
como satisfatdrio nessa fase um CV menor que 1,5%, percebe-se que
uma ampla faixa de poténcia da radiofrequéncia atende a essa pré-
condi¢do. Foi possivel obter CV menor que 0,3% durante essa fase,
evidenciando elevada precisdo nas leituras do padrdo. Em relacdo
ao focus utilizado, foi possivel obter CV menor que 1,5% em uma
ampla faixa de trabalho.
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Na Figura 3 € apresentada a razdao '’B/''B em amostras de tecidos
jovens de dois clones de eucalipto que receberam uma tnica aplicacéo
de "B numa folha madura. A técnica usada mostrou-se precisa e
exata, possibilitando a detec¢@o do enriquecimento de !B nos 6rgdos
jovens da planta, com destaque para o clone 129, que se mostrou mais
eficiente na translocacio do B. Portanto, essa técnica, sob condi¢des
analiticas definidas, serd extremamente valiosa em estudos futuros que
envolvam a absor¢io ou redistribui¢do floematica de B em eucalipto,’
ou mesmo auxiliar no isolamento de possiveis complexos organicos
de B no floema, conforme j4 relatado para outras espécies.*
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Figura 3. Razdo isotdpica de B em tecidos jovens de dois clones de eucalipto
que receberam uma unica aplicagdo de '°B na folha madura, considerando
o tempo de aplicagdo de '°B. O trago () indica a razdo isotopica do padrio
NIST SMR 951

CONCLUSOES

Ha necessidade do uso e corre¢@o por padrao certificado para
corregdo das pequenas variacdes encontradas nas rotinas de trabalho.

Com o equipamento e as condigdes estabelecidas foi possivel
atingir coeficientes de variagido de 0,3% para os padrdes e de 2%
para as amostras.

Por meio da determinagio da razdo isotépica de B em HRICP-
MS, foi possivel verificar a mobilidade de B em plantas de eucalipto.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo PDF, com acesso livre. A razdo isotépica de B do material
de referéncia NIST SRM 951 foi ligeiramente afetada pelo tempo de
duracdo da série analitica (Figura 1S). Os resultados mostraram va-
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riagdo darazdo '’B/"'B de 0,230 a 0,248, sendo a média de 0,240. Em
média, a exatiddo foi de 97,2% ao longo da série analitica. Os valores
de razdo '°B/''B para o material de referéncia no presente estudo sdo
compardveis com a faixa de 0,238-0,252 reportado anteriormente.?
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