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Resumo

Neste trabalho foram desenvolvidos quatro métodos analiticos visando a determinagdo de
elementos quimicos em diversas amostras. O primeiro estudo consistiu na determinacdo de Cr
e Mn em placenténios provenientes de bovinos por espectrometria de emissao atdmica em
filamento de tungsténio (WC AES). O tempo de integracdo de sinal para 30 ms, proporcionou
LOD 45 vezes menor para Mn e 150 vezes menor para Cr com relacdo a 500 ms. Testes de
adicdo e recuperacéo apresentaram desvio padréo (SD) de + 0,02 mg L e recuperacdes de 91
a 102%. No segundo foram realizadas quantificagdes de Cr em cdpsulas medicinais produzidas
na China, a WC AES. A faixa linear de trabalho para determinacéo de Cr por WC AES foi de
10-100 pg L. Os limites de detecgdo foram de 3 pg L%, o que possibilitou determinacdes em
um nivel 28 vezes menor que o valor maximo de Cr recomendado em medicamentos pela
Farmacopeia Americana (USP). A precisdo (% RSD) foi calculada na faixa de 5,2 — 7,4% e nao
foram significativamente diferentes através da aplicacdo de um teste ANOVA fator Unico a
nivel de confianca de 95% (p > 0,05) quando comparados com a técnica de Espectrometria de
emissdo optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES). No terceiro estudo, um
Espectrometro de Emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas — MIP OES (MP-
AES, Agilent 4200), foi usado em combinacdo com o método de analise por diluicdo de padrédo
(SDA) para determinar Al, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn em amostras de café, cha verde,
energeético, cerveja, whiskey e cachaca. Nao foi necessaria preparacdo da amostra, a ndo ser
uma simples diluicdo em HNO3 1% v v*. A eficiéncia do SDA foi avaliada por experimentos
de adicdo e recuperacdo e os resultados foram comparados com os métodos tradicionais de
calibracéo externa (EC), o padrdo interno (IS) e adicdo de padrao (AS). As recuperacdes médias
por SDA para varios elementos avaliadas neste trabalho foram entre 90 e 99%. Para 0 método
tradicional de adi¢Ges padrédo, por exemplo, as recuperacdes médias entre 101 e 122% foram
obtidos para 0s mesmos analitos e amostras. No quarto estudo um MIP OES (MP-AES, Agilent
4200) foi utilizado para a determinacdo de Cd, Cr, Cu, Ni e Pb na matriz de 6leo fusel onde
emprega-se a calibracdo externa preparada em solucdo de 1% HNO3 e 1-propanol. Solucdes
contendo 5 e 50% da matriz v v foram diluidas em 1-propanol e solugdo de 6leo fusel puro
foram analisados. Ndo foram observados efeitos de matriz quando empregou-se a calibracéo
com solucbes de 1-propanol mesmo para determinagdes na amostra ndo diluida, com
recuperacdes entre 90-109%. Os LODs para Cd, Cr, Cu, Ni e Pb em 1-propanol foram de 0,03;
0,009; 0,01; 0,007 e 0,04 mg L%, respectivamente. O procedimento descrito para o MIP OES é
uma abordagem simples, exata e precisa para rastrear analise de elementos de 0leo fusel.

Palavras Chave: Espectrometria de emisséo otica; Filamento de tungsténio; Plasma induzido
por microondas; Placenta bovina; Céapsulas de medicamentos; 6leo flusel, Métodos de
calibracéo.
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Abstract

In this work were developed four analytical methods for the determination of chemical elements
in several samples. The first study consisted in determination of Cr and Mn in placenton from
bovine animals by Atomic emission spectrometry in tungsten filament (WC AES). Signal
integration time for 30 ms, provided LOD 45 times lower for Mn and 150 times lower for Cr
with respect to 500 ms. Addition and recovery tests presented standard deviation (SD) of + 0,02
mg L and recoveries of 91 to 102%. In the second were carried out baseline measurements of
Cr in medicinal capsule produced in China by WC AES. The linear range for determination of
Cr by WC AES was 10 - 100 pg L. The limits of detection were 3 ng L, which allowed
determinations in a level 28 times smaller than the maximum value of Cr recommended
medicines for the U.S. Pharmacopeial Convention (USP). The precision (% RSD) was
estimated in the range of 5,2 — 7,4% and were not significantly different by applying a test
ANOVA single factor at the level of confidence 95% (p > 0,05) when compared with Optical
emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP OES). In the third study, a
Spectrometer of Optical Emission plasma induced by microwave — MIP OES (MP-AES,
Agilent 4200), was used in combination with the method of analysis for standard dilution (SDA)
to determine Al, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn in samples of coffee, green tea, energetic, beer,
whiskey and cachaca brazilian. It didn't require sample preparation except a simple dilution in
HNOs 1% v v1. The efficiency of the SDA was evaluated by experiments of addition and
recovery, and the results were compared with the traditional methods of external calibration
(EC), the internal standard (IS) and addition of default (AS). Average recoveries for SDA to
various elements evaluated in this study were between 90 and 99%. For the traditional method
of standard additions, for example, the average recoveries between 101 and 122% were
obtained for the same analytes and samples. In the fourth study a MIP OES (MP-AES, Agilent
4200), was used for the determination of Cd, Cr, Cu, Ni e Pb in the array of fusel oil where is
used the external calibration solution prepared 1% HNO3 and1-propanol. Solutions containing
5 and 50% of the matrix v v were dissolved in 1-propanol and fusel oil pure solution were
analyzed. Matrix effects were not observed when it was calibration with 1-propanol solutions
even for undiluted sample determinations, with recoveries between 90 - 109%. The LODs for
Cd, Cr, Cu, Ni and Pb in 1-propanol were of 0,03; 0,009; 0,01; 0,007 and 0,04 mg L*,
respectively. The procedure described for MIP OES is a simple, accurate and precise approach
to trace elements analysis of fusel oil.

Keywords: Optical emission spectrometry; Tungsten coil; Microwave-induced plasma; Bovine
placenta; Capsules of medicines; Fusel oil, Calibration methods.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 FUNDAMENTOS DA ESPECTROMETRIA DE EMISSAO ATOMICA
— AES

As técnicas espectrométricas mais amplamente utilizadas fazem uso da radiagédo
eletromagnética (REM), que € uma oscilacdo em fase dos campos elétricos e magnéticos,
autossustentando-se, que, encontram-se desacoplados das cargas elétricas que lhe deram origem
!, As oscilagBes dos campos magnéticos e elétricos sdo perpendiculares entre si e podem ser
entendidas como a propagacdo de uma onda transversal, cujas oscilacBes sdo perpendiculares a
direcdo do movimento da onda, que podem se deslocar através do vacuo 2.

Dentro do ponto de vista da Mecanica Quéntica, podem ser entendidas, ainda, como 0
deslocamento de pequenas particulas, os fotons 2. Quantidades discretas de energia radiante
(quantum, E = h.v) que quando absorvida pelos atomos promovem elétrons de um nivel de
energia fundamental para um nivel excitado. Esses elétrons tendem a retornar aos estados de
energia iniciais (processos de relaxacio) emitindo energia radiante (h.v) 2.

A teoria quantica, modelo atual da estrutura quimica, informa que os niveis de energia
dos elétrons em atomos neutros sdo quantizados, isto €, os elétrons assumem estados discretos
de energia e s6 passam de um nivel de energia para outro se receber uma quantidade exata *.
Cada elemento tem um numero especifico de elétrons associados com seu ndcleo. A
configuracdo mais estavel de um atomo ¢ denominado “estado fundamental” e representa a
forma como este é comumente encontrado no estado gasoso. Se uma determinada quantidade
de energia é aplicada sobre o atomo e esta é absorvida, um dos elétrons mais externos sera
promovido a um nivel energético superior, levando o atomo a uma configuracdo energética
menos estavel denominada “estado excitado”. Uma vez que esta configuracdo ¢ instavel, o
atomo retorna imediatamente para o “estado fundamental”, liberando a energia absorvida sob a
forma de luz °. Esses dois processos (absorcdo e emissdo de luz) sdo explorados, com fins
analiticos, através das técnicas de Emissdo Atdbmica e Absorcdo Atdmica. Métodos de
espectrometria de emissdo atbmica (AES) tem uma vantagem sobre a maioria dos métodos de
espectrometria de absorcdo atdbmica comum (AAS), pois pode determinar, simultaneamente,
mais de um elemento. A técnica de AAS requer tipicamente uma fonte de radiacdo para cada

um dos elementos envolvidos, enquanto AES requer apenas uma Unica fonte (por exemplo,
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plasma, chama, eletrotérmica, etc) para todos os elementos envolvidos. A Figura 1.1 demostra

a instrumentagéo basica de um espectrometro de emissao atémica °.

Figura 1.1 - Representacdo de um espectrémetro de emisséo atdmica

Atomizador | => [Monocromador| == | Detector —
l )
Introdugdo de ¢
amostra mum

Fonte: Elaborado pelo autor

Para compreender os processos de absor¢do e emissdo, conceba adicionar sal na chama
de um fogdo doméstico, ocorrera uma atomizacgdo dos ions de sédio que irdo absorver energia
da chama, promovendo transi¢des eletronicas que chamamos de absorcdo. Quando os elétrons
retornarem ao seu estado fundamental devolvem esta energia na forma de energia luminosa
(fétons) o que chamamos de emissdo. A cor desta transi¢do para o sodio na chama do fogdo
tem predominancia da cor amarela que esta relacionada as transi¢es eletrénicas na regido
visivel 4. A técnica analitica que se baseia na emissdo de radiacio eletromagnética das regides
visivel e ultravioleta do espectro eletromagnético por atomos neutros ou atomos ionizados
excitados sdo chamadas de Espectrometria de Emissdo Atdmica - AES ou Espectrometria de
Emissdo Optica — OES 5. Estas técnicas sio empregadas em analise quantitativa de elementos
quimicos, em baixas concentracdes em uma larga variedade de amostras, tais como: amostras

geoldgicas, ambientais e gua, bioldgicas, organicas, inorganicas etc. ’.

1.11 Sistema de introducéo de amostras

A introducdo da amostra no equipamento de AES é efetuada por meio da aspiracao da
solugdo a ser quantificada em acessorios que possibilitam a formacgdo de aerossol, onde a
solucdo aspirada é conduzida a uma camara de nebulizacdo e em seguida transportada para o
atomizador. A passagem da solucdo para o atomizador pode ser feita por sistema de simples

passagem ou dupla passagem. Neste sistema o objetivo é a facilitar apenas a passagem do
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aerossol e evitar a maxima possivel de particulas maiores dentro do atomizador que poderia

reduzir o rendimento analitico 88,

1.1.2 Atomizadores

Nas técnicas espectroanaliticas, a amostra é atomizada produzindo 4&tomos e/ou ions em
fase gasosa. O dispositivo de atomizacdo deve realizar a tarefa complexa de converter as
espeécies do analito em solucdo em 4tomos ou ions elementares, ou ambos, em fase gasosa. Os
atomizadores, em geral, de dividem em atomizadores continuos, como os plasmas e as chamas,
onde as amostras sdo introduzidas de forma continua e atomizadores discretos, onde as amostras
sdo introduzidas de forma discreta com um dispositivo como uma seringa ou um auto-
amostrador. Os atomizadores discretos mais comuns sdo o atomizador eletrotérmico, que
podem ser em forno de grafite e filamento de tungsténio °. A primeira publicacio sobre
atomizacdo eletrotérmica foi descrita por L'vov em 1959, mas apenas 1961 tornou-se bem
conhecido, no qual a amostra era depositada em uma superficie de um eletrodo movel de grafite
e, em seguida, introduzida em um tubo de grafite revestido com uma folha de tantalo, o qual €
aquecido eletricamente 1°.

Os atomizadores, em grande maioria, sd0 0s componentes que determinam a
nomenclatura do método de quantificacdo espectroanalitico. Sistemas de introducdo de
amostras, monocromadores e detectores podem ser de principios diferentes, mas ndo mudam o
principio da técnica. Porém diferentes atomizadores, remetem a diferentes métodos de
atomizacéo, por exemplo, atomizacéo por chama, filamento de tungsténio, ICP, MIP, DCP, etc
4,6,8.

No método de Espectrometria de Emissdao em Chama - F AES, uma amostra do material
a ser analisada é posta em chama sob a forma de uma solugéo aerossol ou gas. A atomizacgéo
por Plasma de Corrente Continua — DCP, envolve o uso de dois eletrodos para produzir uma
descarga elétrica. O método de atomizacdo por Plasma Indutivamente Acoplado — ICP, requer
uma tocha de plasma, geralmente argénio, em tubos de quartzo concéntricos e utiliza uma
poténcia de radio frequéncia para excitacdo. O Plasma Induzido por Micro-ondas - MIP, ndo se
difere do método de ICP, a ndo ser que a tocha de quartzo se encontra rodeado por uma cavidade
ou uma guia de ondas de micro-ondas para realizar a atomizagdo da solugéo aerossol. A
atomizacao via filamento de tungsténio, € realizada pela aplicacdo de uma corrente continua no
filamento de tungsténio e promove a atomizacdo ao elevar a corrente a voltagens proximas de

13 A. Independente da forma de atomizagédo, 0 mais importante € que se tenha elevada energia
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sendo na forma de calor ou fonte eletrotérmica para maior rendimento na atomizacdo dos
elementos quimicos de interesse. A equagdo de Boltzmann (equacdo 1) demostra exatamente
este principio, quanto maior a temperatura maior o nimero de &tomos excitados e maior sinais

de emissdo podem ser detectados &2,

_(Ej—Eo)
*x e kT (eq. 1)

Nj _ g
No go

Onde: Nj = nimero de atomos no estado excitado; No = nimero de atomos no estado
fundamental; gi/go = razé@o dos pesos estatisticos; Ej = energia de excitacdo de &tomos no estado
excitado; Eo = energia de excitacdo de atomos no estado fundamental, k = constante de
Boltzman; T = Temperatura (K).

Somente algumas transicdes eletronicas sdo possiveis e estas definem o espectro de linhas
de emissdo de cada elemento. Entretanto, a fracdo de atomos excitados em um determinado
nivel de energia é uma funcao da temperatura e do comprimento de onda dado pela distribuicéo
de Boltzmann. As tabelas 1.1 e 1.2 demonstram os efeitos de diferentes fontes de atomizacgéo
para linhas de K (I) e Ca (Il) atdbmico e i6nico respectivamente na equacdo de Boltzmann. Os
dados foram realizados a partir de experimento em F AES e consulta ao National Institute of
Standards and Technology (NIST) 2,

Tabela 1.1 - Efeitos da temperatura no nimero de atomos excitados para K (1)

Excitacdo = Chama natural gas-ar Chama H2-O2 ICP
T (K) 1800 2950 7250
Espécie K () Ca (1) K (1) Ca (1) K (1) Ca (1)

% Nj 5,93x10 % 3,01x10°%  3,45x10%  8,28x10 % 15,03 1,29

% No 99,994 99,999 96,546 99,991 84,972 987,098

* nimero de 4tomos no estado excitado.

Fonte: elaborado pelo autor

Para K (I), quanto maior a temperatura, maior € a porcentagem de atomos excitados. Ao
relacionar as duas espécies do problema anterior (K I e Ca Il) vemos que ambas sofrem a mesma
transicéo eletronica (4s = 4p), deste modo, notamos duas questfes: a primeira € que para 0 K
(I) a transicdo de 4s - 4p, é executada em 766,6 nm e a transicdo Ca (Il) para 4s - 4p é

efetuada em 393 nm. Como a energia minima para uma transicdo eletrénica de um elétron é
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inversamente proporcional ao seu comprimento de onda, Ca (l1) tera que receber mais energia
para fazer a sua transicao eletronica em relacdo a K (I). Em outras palavras, a energia necessaria
para formar ion (Ca Il) € muito maior do que a excitacdo de um atomo no estado gasoso (K I).

Por fim, em menores temperaturas a populacéo de ions € menor em K (1) em relacdo a Ca (I1).

1.1.3 Separacdo de comprimento de ondas

Os monocromadores sdo de extrema importancia para separacdo dos comprimentos de
onda de cada elemento. Este componente estd relacionado com a resolucdo das leituras
analiticas. O monocromador é um dispositivo que permite isolar uma banda de comprimento
de onda. Geralmente os monocromadores necessitam de um conjunto de fendas e lentes para
focalizar a radiacdo a uma grade de difracdo que isola 0 comprimento de onda desejado, Figura
1.2. Quanto mais estreita a fenda de saida e quanto mais distante estiver localizado do prisma

melhor sera a resolucdo dos comprimentos de onda 58,

Figura 1.2 - llustragdo de um monocromador modelo Czerny-Turner.
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A: Intensidade de emissdo. B: Fenda de entrada no monocromador. C e G: espelhos 6pticos; D e F: Espelhos
focalilizadores. E: grade de difragcdo. H: Fenda de saida do monocromador. I: Comprimento de onda selecionado.
Fonte: Adaptado de Holler, F. J.; Skoog, D. A.; Crouch, S. R, Analise espectroquimica, 1% ed., 1988.

E possivel para AES utilizar sistemas com policromador que realiza a separacio de n\ e
espectrograma que sdo compactos e compde um sistema de separagdo de comprimentos de onda
e deteccdo em um unico arranjo. Para sistemas de separagdo, a grade de difracdo e a fenda de
saida influencia na resolucdo espectral, a banda de passagem espectral SA (equacdo 2) também

pode ser estimada por FWHM (referida como full width at half maximum e demonstra a largura
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espectral) de um pico de emissdo atdmica (Figura 1.3) que determina a resolucdo do

componente de separacéo espectral 4.

Figura 1.3 - Influéncia da banda de passagem na resolucéo espectral

/4

Radia¢do emitida

/ " Grade de difracao

Fonte: elaborado pelo autor

O FWHM (equacdo 3) é utilizado em fenébmenos como duracdo de pulso de ondas e
largura espectral de fontes em comunicagdes e resolucéo de espectrémetros. Neste caso AL ¢ a

largura da resolugdo de emissdo coletada, e a SA pode ser dada pela equacao:

W xdxcosO
SA = d (eq. 2)

fx|m|

FWHM = AA = 2S1 (eq. 3)

Onde: SA = passagem de banda espectrais (nm); W = largura de fenda (mm); d =
densidade Optica (espacamento entre ranhuras nm); 6d = angulo de difracdo; f = distancia focal
(mm); m = ordem de difracdo.

Este parametro pode ser melhor compreendido ao analisar diferentes FWHM (10, 25, 50
e 100 um) para uma curva de calibracdo para Cd por AES, Figura 1.4. Aplicando o log da
concentracdo das solucdes pelo log da intensidade obtida, pode-se verificar claramente que 0s
erros aparentes das calibragfes sdo maiores quando utiliza larguras de fenda maiores. Nesta
avaliacdo, pode-se relevar que a maior largura de passagem espectral pode também estar sob
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interferéncias espectrais que ndo sdo possiveis de serem separadas por uma distancia de

resolucdo suficiente, levando a erros analiticos 813,

Figura 1.4 - Avaliag&o de diferentes FWHM para leituras de Cd por F AES.
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Fonte: elaborado pelo autor

1.1.4 Detectores

Outro importante componente Optico para AES, sdo os detectores. Os detectores
fornecem a relacdo entre poténcia radiante incidente e concentracdo da amostra. Este tipo de
instrumentos podem ser Dispositivo de Carga Acoplada — CCD (charge-coupled device) que é
um sensor semicondutor para captacdo de imagens formado por um circuito integrado que
contém uma matriz de capacitores acoplados. A capacidade de resolucdo ou detalhe da imagem
depende do tamanho e numero de células fotoelétricas do CCD. Expressa-se este nimero em
pixels. Quanto maior o numero de pixels, maior a area que pode ser coletada; quanto menor o
tamanho dos pixels maior a resolu¢éo da imagem.

Detector de alto desempenho, como o Dispositivo de Injecdo de Carga — CID (Charge-
Injection device) fornece cobertura completa A (mais de 250.000 linhas simultaneamente),
correcdo de fundo e correcdo de interferéncia espectral que podem ser realizadas ap6s a medicao
em equipamentos que utilizam este dispositivo. Dispositivo a base de Si também sdo comuns
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para detectores, os Agrupamentos de Fotodiodos — PAD (Linear Photodiode Array). Esses
dispositivos consistem em centenas de fotodiodos a base de silicio, organizados em um arranjo
linear, utilizados em uma vasta gama de aplicagbes. Uma vantagem de agrupamentos de
fotodiodos (PDA) é que eles permitem a alta velocidade de leitura para diversos elementos
simultaneamente.

Outros detectores podem ser encontrados na literatura em diferentes equipamentos
apresentando boa aplicacdo analitica instrumental. A responsividade é uma fungdo do
comprimento de onda da radiacéo incidente e das propriedades do detector, tais como a banda
proibida do material de que € feito o fotodetector. Uma expressdo simples para a responsividade
R de um fotodetector no qual um sinal 6tico € convertido em corrente elétrica (conhecida como

fotocorrente) é dado pela equagdo 4 813:

id q.A
R = % =1 E (eq. 4)
Onde: n_é a eficiéncia quantica (a eficiéncia de conversdo de fotons em elétrons) do
detector para um determinado comprimento de onda, q é a carga do elétron (1,6 x 10°C), ¢ é
a velocidade da luz no véacuo (3,0 x 108 m s™), h é constante de Planck (6,626 x 1034 Js™), A é
comprimento de onda (m), iq a corrente do detector (A) e Po poténcia do detector (W).
Em geral, estes conceitos sdo determinantes para o principo de instrumentacao dptica,
mais detalhes podem ser encontrados na literatura 83, Estas variaveis podem ser ajustadas,

numa tentativa de aumentar o sinal medido.

1.2 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO ATOMICA EM FILAMENTO DE
TUNGSTENIO — WC AES

Com o0 avanco da instrumentagdo analitica, surgiram diversas formas de atomizadores
para espectrometria e suas potencialidades *. Tradicionalmente, na area analitica a técnica de
absorcdo atdbmica em chama € a mais difundida, apresentando indmeros trabalhos por
proporcionar simples aplicagio analitica '°. Nas Gltimas décadas os atomizadores eletrotérmicos

ganharam destaque por sua facilidade de operacdo, tanto por absor¢éo quanto por emissao.
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Diversos elementos foram utilizados como atomizadores eletrotérmicos (com fonte de
corrente continua), sendo os principais: molibdénio, platina, tantalo e tungsténio. O tungsténio
exibe maior ponto de fusdo (3680 K), menor pressdo de vapor entre todos os metais, alta
resisténcia quimica, atacado apenas pela mistura de acidos fluoridrico e nitrico ou por fusao
alcalina oxidante. Contudo, atomizadores de tungsténio necessitam da adi¢cdo de uma mistura
de Hze argbnio como gas de purga durante as etapas de secagem, pirélise e atomizacdo de modo
a proteger o metal de processos de oxidagdo e estender a vida Gtil do atomizador 1161718,

Entre 2005 e 2006, foi proposto uma nova técnica de medida simultanea de sinais de
emissdo atdmica utilizando um filamento de tungsténio como atomizador - WC AES 120,
alinhado a um monocromador de alta resolugdo, em uma janela espectral de 4 nm e tempo de
integracdo de 20 ms para material de referéncia NIST 1643e. Os resultados apresentaram 74 —
114% de recuperacao e desvio padrdo relativo (RSD) entre 1,1 e 12,5% se mostrando uma
técnica espectroanalitica promissora.

A técnica de WC AES foi utilizada para determinac@es de 14 lantanideos (Eu, Yb, Tm,
Sm, Ho, Lu, Dy, Er, Ce, Pr, Gd, Th, La, Nd) em uma janela espectral de 55 nm e tempo de
integracdo de 500 ms, utilizando um monocromador de baixa resolucdo Czerny-Turner e um
detector CCD Figura 1.5. Os resultados obtiveram LOD s na ordem de pg L™* em amostras de
solidos NIST 2711, com RSD de 5 — 10%, obtendo melhores valores em comparacdo com a
técnica de F AES 2. Outro ponto observado pelos autores, foi a proposta de condicionamento
por meio de um programa de aquecimento que resulta em uma oxidacao forcada, e desta forma
cria uma camada protetora de 6xido que protege o filamento de tungsténio e aumenta o sinal de

emissao em até 50%.

Figura 1.5 - Espectrometro de Emsissdo Atdmica com atomizacéo eletrotérmica em filamento de tungsténio —
WC AES.

Fonte: Elaborado pelo autor, Laboratério da Wake Foresty Universyt, Winston Salem, NC, USA.



30

Figura 1.6 - Diagrama esquematico da configuracdo instrumental do WC AES ligado a um computador para
aquisicdo de dados (a), Célula de atomizacdo (b), Projecdo de imagem do filamento sobre a fenda de entrada do

espectometro (c).
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Fonte: Adaptado de GONCALVES et al. 2015 %,

Um diagrama de WC AES é descrito na Figura 1.6. O atomizador eletrotérmico de
tungsténio utilizado possui 150W, 15 V proveniente de uma lampada de microscdpio (Osram
XENOPHOT 64633 HXL, Pullach, Alemanha), retirando a cobertura de vidro, mas mantendo
a base de conexdo intacta e acoplado a uma fonte de energia em uma cela de borossilicato na
forma de T (Ace Glass, produto No. D131703, Vineland, Nova Jersey, EUA). As solucdes
analiticas sdo introduzidas em cela de atomizagdo, conforme descrito na literatura 22%, Uma
mistura de gas de purga de 10% de hidrogénio e 90% de argbnio fluindo em 1,0 L min? é
aplicado para elevar a vida til do filamento de tungsténio 124,

A radiacdo emitida é focalizada por meio de uma lente de silica fundida com resolucéo
focal de 1:1 de 25 mm de diametro e comprimento de 75 mm. A imagem do filamento de
tungsténio é mantida aproximadamente 1 mm ao lado da entrada de um monocromador para
minimizar sinal-ruido e sinal de fundo ?°. O monocromador utilizado é um modelo Czerny-
Turner (MonSpec 18, Scientific Mea-surement Systems Inc., Grand Junction, CO, USA) com
uma dispersao linear de cerca de 2 nm/mm a 400 nm. A fenda de entrada do monocromador
possui 25 um de abertura para coleta dos dados analiticos. O detector empregado € um detector
de carga acoplado (CCD, Spec-10, Princeton Instruments, Roper Scientific Trenton, NJ, USA).
Mais detalhes sobre fonte de energia, cela de atomizacdo, monocromador e detector podem ser

encontrados na literatura®.
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A espectrometria de emissdo atdbmica em filamento de tungsténio foi empregada para a
determinacgdo simultanea de Cr, Ga, In e V ?*. Neste estudo V e In foram detectados por esta
técnica pela primeira vez, vérias linhas de emissdo de todos os 4 elementos foram monitoradas
simultaneamente em uma janela espectral de 54 nm. Os limites de detec¢do foram obtidos na
faixa de pug L ™! para todos os elementos, os valores obtidos foram de 10, 2, 0,5 e 0,2 ng para
Cr, Ga, In e V, respectivamente. Materiais de referéncia certificado de solo e de &4gua foram
utilizados para verificar a exatiddo do méetodo. Depois de uma simples extragdo &cida, os valores
determinados pelo método apresentaram diferencas significativas entre os valores relatados no
nivel de confianca de 95%.

Determinacdes indireta de iodo (I) foram realizadas por WC AES %. Este elemento
necessita de alta energia de excitacdo e € um desafio analitico mesmo quando quantificado por
técnicas com energias de excitacdo mais elevadas como ICP OES. A alternativa utilizada para
a quantificacdo de | foi a utilizacdo de indio (In) em concentracfes conhecidas para formacéo
de Inl (iodeto de indio). Neste caso ocorre a formacao de uma espécie diatbmica Inl que devido
a alta estabilidade ocasiona um decréscimo do sinal analitico de iodo proporcional a sua
concentracdo presente na amostra. Os testes realizados em agua de torneira como matriz, foram
apuradas em testes de adicdo com recuperagoes de até 140%, sendo possiveis as quantificacdes
devido a formacao de InCl e/ou InF que podem também ocasionar atenuacao no sinal e levar a
determinacéo de concentracdes aparentes de iodo mais elevadas e compensar a necessidade de
alta energia de excitacdo necessaria para quantificac@es de iodo.

Um novo arranjo instrumental com dois filamentos de tungsténio com a proposta de
reduzir as limitagdes atribuidas ao comportamento ndo-isotérmico entre a fase gasosa e a
superficie do filamento foi muito bem secedido ?’. As medidas de temperatura utilizando os 2
filamentos alcancaram valores de 500 K maiores do que atingidos com arranjo de apenas um
filamento, possibilitando a observagéo de Ag, Cu e Sn que séo dificilmente excitados.

Propondo, a idéia de uma instrumentacdo portatil para medidas em campo foi
desenvolvido um WC AES composto por um detector portatil com uma lente colimadora e uma
cela de atomizagdo de Al. Os componentes foram montados em uma base ceramica e foram
operados com uma bateria automotiva de 12 V 28, Os LOD’s obtidos foram entre 0,04 e 1500
ug L para os 15 elementos medidos (Al, Ba, Cr, Cs, Cu, Eu, Fe, Ga, Li, Mg, Mn, Rb, Sr, V e
Yb). Para avaliar a exatid&o e recuperacgdes foram utilizados materiais de referéncia certificados
de &guas e plantas e recuperac@es entre 72 e 157% foram obtidas.

Com a possibilidade que a técnica de WC AES proporciona, que é realizar a
decomposi¢do da matriz durante a etapa de pirdélise, foi realizado analises de Ca em amostras



32

de suco, agua mineral e de cdco com minimo pré-tratamento da amostra 2°. Utilizando uma
mistura oxidante (15% v v H,O2 + 1% v v HNOs) e controle da etapa de pirdlise para
determinacéo direta no WC AES, obteve-se recuperagdes entre 87 — 116 % e n&o foi observado
diferenca estatisticamente significante em comparagdo com os resultados obtidos por ICP OES.

Elementos como Cs e Sr foram determinados em amostras de peixes por espectrometria
de emissdo atbmica de bobina de tungsténio (WC AES) com limites de deteccdo de 0,07 e 0,15
ug L, respectivamente ¥, As leituras analiticas foram feitas em um WC AES portatil composto
por uma célula de atomizacdo metalica, uma lente de silica fundida de 2,54 cm de diametro e
um espectrometro de dispositivo carga portatil acoplado obtendo resultados de precisdo do
método de 6,8 e 7,3% (RSD).

Foi investigada decorréncia analoga sobre o sinal de emissdo para Cr na presenca de Co
em WC AES 3L, Os resultados demostraram ganhos de até 10x no limite de deteccio para Cr e
reducdo de efeitos matriciais apontados como as principais vantagens quando adicionado 1000
mg L de Co como modificador quimico para acréscimo de sinais de Cr.

Com a ideia de novos modificadores quimicos para melhor sensibilidade analitica, novos
estudos publicados demostram que o0 WC AES ainda oferece grande potencial com a utilizacdo
de agentes modificadores quimicos *2. Concentracdes de manganés em materiais de referéncia
padrdo de plantas obtiveram sinais 2 vezes superiores aos valores certificados para
determinag6es sem o modificador, e também reducéo do limite de deteccdo em 17 vezes. Para
determinac6es usando Mg(NOs), ndo foi observada diferenga estatistica significativa entre os
valores de Mn determinados e certificadas no nivel de confianca de 95%.

Um novo procedimento proposto para controle de temperatura foi empregado para WC
AES . Este procedimento foi realizado a fim de otimizar o controle das temperaturas durante
o ciclo de aquecimento e a modificacdo da superficie do atomizador para minimizar as
limitagdes devido o atomizador ser um sistema ndo isotérmico e melhorar a precisao e exatido.
Um método simples, rapido e eficaz como o de voltametria foi usado para determinar as
temperaturas de superficie do atomizador em tempo real durante todas as etapas de um ciclo de
aquecimento de WC AES 3. A otimizacAo sistematica de temperatura de pirdlise e tempo para
matrizes especificas melhorou o desempenho de WC AES para os diferentes elementos.

Recentemente os filamentos de tungsténio podem ser utilizados com facilidade para
decompor matriz organica de biodiesel, excitar e atomizar os analitos para determinar o sodio,
potassio, cromo e vanadio *°. Esta quantificacdo foi realizada empregando WC AES com apenas
uma simples diluicdo de biodiesel em metanol. Anélise direta das aliquotas de amostra 10 pL

usando ciclo de aquecimento inferior a 150 s obtiveram limites de deteccéo, tdo baixo como 20,
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70, 70 e 90 ug kg para Na, K, Cr e V, respectivamente. O potencial do atomizador de
tungsténio para medidas de emissdo apresenta algumas limitacGes, porém pode ser Util devido

a sua facil operac&o, baixo custo e sem grande geracéo de residuo %637,

1.3 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA
INDUZIDO POR MICRO-ONDAS — MIP OES

A espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas - MIP OES,
assim como as técnicas de espectrometria como a espectrometria de emissdo dptica com plasma
indutivamente acoplado - ICP OES, espectrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente - ICP-MS, espectrometria de absorcdo atdmica - AAS ou espectrometria de
fluorescéncia atdmica — AFS, foi projetada para determinacdes multielementares *. O MIP
OES possui uma histéria relativamente curta. A primeira instrumentacdo de um plasma
utilizando uma freqliéncia de micro-ondas tipica de 2,45 GHz, ocorreu em 1951, usando uma
cavidade e um eletrodo para sustentar um plasma. Inicialmente nomeado como Plasma de
Micro-ondas Acoplado Capacitivamente - CMP, e somente anos mais tarde conhecida como
MIP OES %40 A espectroquimica define o plasma como um dos estados fisicos da matéria,
analogo a gas (gas superaquecido), que provoca a dissociacdo das ligacbes moleculares de uma
amostra, convertendo-a em seus atomos constituintes no estado gasoso, assim como a
possibilidade de formacéo de ions. Diversas modificagcbes na tentativa de um instrumento
robusto e de facil operacdo foram avaliadas ao longo das décadas seguintes. E anos mais tarde,
em 2011 ocorreu o langamento comercial como MIP OES utilizando um magnetron como fonte
de excitacdo, e seu baixo custo operacional provocando uma popularidade da técnica
colocando-o entre as técnicas de GF AAS e ICP OES 384142,

A Figura 1.7 demonstra os componentes opticos instrumentais de um MIP OES com base
em plasma robusto de N2 sem a necessidade de gas inflaméavel, que reduz drasticamente seus
custos operacionais. Esta instrumentagdo € adequada para determinacdes elementares
utilizando um detector de estado solido CCD. O sistema de introducdo de amostra que consiste
de um (a) amostrador automatico, (b) bomba peristéltica que vaira de 0 - 80 rpm, (c) nebulizador
OneNeb com velocidade entre 0,3 e 1,0 L min, (d) camara de nebulizagéo ciclonica e (€) tocha
de quartzo para alta precisdo e sensibilidade. A tocha possui uma base de polimero que faz
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automaticamente as conexdes de gas e alinha a tocha. O gas de plasma (N.) é fixada em 20 L

min e o gas auxiliar (Ar) é fixado em 1,5 L min™ para facilitar a operagdo *3.

Figura 1.7 - Sistema de introducéo de amostras de um MIP OES 4200 Agilent. (a) Rack de amostras; (b)

amostrador automatico SPS 3; (c) bomba peristaltica; (d) nebulizador OneNeb; (e) camara de nebulizacéo
S S—

5

ciclénica;

» - o

| ——

Fonte: Laboratorio da Wake Foresty Universyt, Winston Salem, NC, USA. Gentileza Agilent Technologies.

O conjunto de excitagdo micro-ondas apresenta uma fonte de alimentacdo de estado
solido e um magnetron resfriado a ar operando a 2450 MHz. A poténcia do plasma fixado de 1
kW, para facilidade de operacdo. A vantagem deste sistema € que ele ndo requer nenhuma fonte
de &gua para resfriamento, pois o gerador de plasma é resfriado a ar.

O plasma atua com configuracdo axial para melhor sensibilidade e melhores limites de
detecdo verticalmente orientada. A posicdo de visualizacdo de plasma é controlada por
computador, e que pode ser otimizada para cada comprimento de onda com variacGes de -120
— 120 mm. A partir do fluxo de nebulizagdo e posicdo de vizualizagdo do plasma é possivel
controlar os perfis de temperatura, densidade de elétrons e robustez do plasma #*. O fluxo de
gés de protecdo de ar comprimido (25 L min™) é usado para desviar o calor do plasma para 0s
espelhos pré-aéticos.

A Figura 1.8 demonstra a configuracdo Optica basica de um MIP OES. Esta configuracao
possui um sistema de rapida varredura optica de alta resolucéo para uma rapida medicdo. Um
monocromador Czerny-Turner com 600 milimetros de comprimento focal e entrada de fenda
para facilitar a operagédo. A rede de difracdo possue 2400 linhas / mm. Faixa de comprimento
de ondade 178 - 780 nm. O sistema Optico pode ser purgado com ar para protegdo em ambientes

empoeirados ou corrosivos com Nz a 10 L min™.
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Figura 1.8 - Visao geral do sistema 4200 MP-AES. (a) tocha de quartzo, sistema pré-6ptica, monocromador
Czerny-Turner e detector CCD e (b) sistema pré-optica, EW = janela de entrada, M1 = lente térica menor, FW =
filtro movel, M2 = lente térica maior, M3 = espelho plano e ES = fenda de saida.
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Fonte: © 2016 Agilent Technologies, Inc. Cortesia de Agilent Technologies, Inc.. Adaptado de material

suplementar 4,

O detector de estado solido CCD (532 x 128 pixels) foi projetado especialmente para a
deteccdo de nivel de baixa luminosidade > 90% de eficiéncia quéntica na sensibilidade,
hermeticamente fechado, com operacdo a 0 °C. O detector CCD recolhe os espectros de analitos
e permite a correcdo de fundo simulténea para melhor estabilidade e preciséo analitica.

Ap0s a estabilizacdo como MIP OES, diversas publica¢cdes como, determinagdo de silicio
em amostras de diesel e biodiesel com simples procedimento de diluigéo foram descritas. Neste
estudo as quantificacBes foram realizadas por meio de microemulsdo em 1-propanol. Os limites
de detecgéo (LOD) obtidos foram de 5 a 20 pg L* e desvios-padréo relativo (RSD) menores do

que 2% em todos os casos 4°.
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Procedimentos para a determinacdo de Cr, Ni, Pb e VV em gasolina e etanol combustivel
por espectrometria de emissao 6ptica com plasma induzido por micro-ondas - MIP OES foram
bem aplicaods com a utilizagdo de um modulo de controle de gas externo — EGCM 6. Nestes
estudos, 0 EGCM foi empregado para injetar o ar para o plasma, a fim de minimizar emissdes
residuais e evitar a deposicdo de carbono sobre a tocha e na janela de pré-éptico. A exatidéo foi
verificada por testes de adicdo e recuperagdes, obtendo recuperacio entre 84 e 123% “°.

A andlise quantitativa de elementos em produtos agricolas, como a alimentacéo animal e
de fertilizantes por MIP OES foi realizada e comparado com técnicas reconhecidas e rotineiras
como AAS e ICP OES. Os resultados apontaram que a plataforma MIP OES podem oferecer
em desempenhos comparaveis ou melhores em comparacdo com AA e ICP OES com relacdo
as analises de rotina em laboratérios analiticos agricolas **.

Estudos de comparagdo entre MIP OES e ICP-MS para analise de oligoelementos de
girassol digeridos em &cido nitrico foram realizados para Ca, K, Mg, Na, Al, Fe, Mn, As, Ba,
Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb, V e Zn. Os resultados demostraram grande eficiéncia do MIP OES
com resultados quase idénticos ao ICP-MS 7.

O MIP OES foi empregado na determinacdo de 23 elementos em amostras geoldgicas.
Para os testes de recuperacdo de material de referéncia certificado e analise comparativa com
fluorescéncia de raios-X — XRF, e espectrometria de absor¢do atdmica em chama — F AAS, o
MIP OES demostrou ser bastante eficiente, com recuperacao de 85 — 115 % e precisédo de 0,2
—1,37 % como RSD 4,

Diversas aplicacdes para MIP OES foram elaboradas, incluindo-se hifenacdo com outras
técicas analiticas, descrevendo desde andlise de especiacdo de mercurio usando HPLC — MIP,
como SFC-MIP OES e GC-MIP OES para diversas amostras. Atualmente diversas frentes
avaliam aplicacGes para MIP OES e estudos demonstram grandes aplicagcdes analiticas a serem

exploradas 4349,

1.4 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA
ACOPLADO INDUTIVAMENTE — ICP OES

A espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado - ICP OES, é
uma tecnica bem confiavel para analise multi elementar, utilizando uma bobina de radio

frequéncia como fonte de excitacdo de plasma. Esta técnica ressurgiu na ultima década devido
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ao desenvolvimento de equipamentos com detectores de estado sélido (CCD) com de
configuracgdo axial, que apresentam melhor sensibilidade °.

A incorporagéo do dispositivo de carga acoplada— CCD, aumentou a resolucao espectral,
obtendo resposta linear e leitura simultanea de uma ampla faixa do espectro electromagnético,
obtidos por um ICP OES. A utilizacdo deste tipo de detector tornou-se possivel apds o
desenvolvimento de novos materiais semi-condutores. A proposta de medigdes com plasma na
posicao axial foi publicada em 1970. No entanto, apesar de uma melhoria da sensibilidade, o
desempenho do sistema foi reduzido devido ao aumento das interferéncias. Depois de duas
décadas, esta proposta torna-se vidvel devido ao desenvolvimento de sistemas de interface
apropriada com base em gas de cisalhamento. Entretanto, como uso da configuracdo na posicao
axial para ICP OES obtem-se uma melhor sensibilidade, mas ndo é recomendado para amostras
com uma matriz complexa. Para amostras com matrizes complexas, a melhor opc¢éo parece ser
a de usar um ICP OES com configurac&o visualizagéo radial 4 51,

Em ICP OES, um grande nimero de elementos, relacionado com o intervalo de
comprimento de onda podem ser quantificados com boa resolucdo dos sistemas épticos. Os
comprimentos de onda acima de 500 nm, devem ser utilizados em casos em que 0s elementos
alcalinos precisam ser determinados, enquanto que para comprimentos de onda inferiores a 190
nm ou mesmo inferior a 160 nm, devem ser utilizados para reduzir problemas de interferéncias
espectriais quando elementos como ClI, Br, N e As sdo determinados .

A faixa de temperatura usual do plasma gira em torno de 6.000 K e podendo atingir 10.000
K, para atomizacdo, excitacdo e ionizacdo até mesmo de elementos refratarios. A técnica de
ICP OES possibilita a determinacdo simultanea de até 70 elementos em ampla faixa de trabalho
(geralmente entre mg LT a pug L. Por exemplo, os 70 elementos mais comumente
determinados pela técnica podem dar origem a pelo menos 70 000 linhas totais de emissdes na
faixa de comprimento de onda de 200 — 600 mm. A consequéncia desta alta densidade de
informacao espectral é a necessidade de alta poténcia de resolucdo. Os sistemas de disperséo
de baixa resolucdo normalmente empregados em espectrometros ndo sdo suficientes. Essa
técnica apresenta como caracteristicas a baixa suscetibilidade a interferéncias de matriz, boa
sensibilidade, precisdo e exatido °2.

Uma melhor resolucdo é desejavel em ICP OES, com passagem de banda espectrais (AA)
0,01 nm ou menos se possivel. Tradicionalmente, este grau de resolucgéo é realizado utilizando
monocromadores planos com longas distancias focais, Figura 1.9. ConsideracGes geométricas

relativamente simples resultam na ordem de difracdo m.
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Figura 1.9 - Representacdo de uma grade de difracdo de instrumentos opticos. N é a normal a superficie de
grelha, o é o angulo de incidéncia medido com respeito a N, e B é o angulo de difrac¢do de medida em relagéo &

N, d representa a largura de uma Unica ranhura.

—
d

Fonte: Jean-Michel, and Emmanuelle, 1999 51,

O vetor normal (N) a superficie da grade é mostrada como uma linha tracejada. Um feixe
de radicacdo incidente as grades com angulo a em relacdo a N. A radiacdo refratada deixa a
superficie da grade no angulo . O comprimento de onda refletido ira caminhar uma distancia
diferente de sua trajetdria inicial. A equacdo de demonstram ordem de difracdo m, para a

separacdo dos comprimentos de ondas pode ser dada pela equagéo 5.
mA = d(sina + sinf3) (eq. 5)

Esta equacdo mostra a relagdo entre o ¢ 3, 0 espacamento de ranhura (d), 0 comprimento
de onda (A) e a ordem de difrac¢do (m). Outro ponto importante da técnica de ICP OES, se
fundamenta na introdugdo de uma amostra, habitualmente no estado liquido, em um plasma
gerado por fonte de radio frequéncia altamente energética, que proporciona conversdo das
espécies presentes na amostra em atomos e ions excitados. A radiacdo emitida destas espécies
é captada pelo detector, onde sua concentracdo € diretamente proporcional as intendidade
emitida de cada analitos. A instrumentacdo Optica e sistema de amostragem € muito similar com
as confirguracdes citadas nas se¢des anteriores, como por exemplo, MIP OES. Porém para ICP
OES, o Ar é utilizado como gés ionizante e fonte de radio frequéncia como excitacao do plasma,
Figura 1.10 3,
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Figura 1.10 - Diagrama esquematico de ICP OES com um policromador echelle. (a) Bobina de radio frequéncia;
(b) Tocha de Ar; (c) espelho coletor; (d) fenda de entrada; (e) espelho colimador; (f) grade echelle; (g) prisma
6tico; (h) espelho plano; (i) detector CCD.

i

Fonte: Zander et al., 1999 %3,
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal foi avaliar as potencialidades da espectrometria de emissao optica

por métodos de WC AES e MIP OES para descrever novos métodos de determinacdo de

elementos em baixas concentragdes, assim como desenvolver métodos de calibragdes com a

minima necessidade de tratamento de amostras.

X/
L X4

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos almejou-se:

Avaliar a reducdo do tempo de integracdo de sinais de emissdo para aumento da
sensibilidade e determinacdes de de Cr e Mn em placentdnios bovinos apds digestdo
assistida por micro-ondas e quantificar em WC AES;

Descrever um procedimento simples para determinar Cr em amostras de capsulas
medicinais, por meio da decomposicdo da matriz diretamente sobre o atomizador de
tungsténio, com minima preparacdo de amostra em WC AES;

Descrever um simples procedimento para determinagdo de Cd, Cr, Cu, Ni e Pb por MIP
OES com o auxilio do médulo de EGCM.

Combinar um novo método de calibracdo com a estabilidade de MIP OES para determinar
elementos como Al, Cr, Cu, Co, Fe, Ni, Mn, Zn em amostras de bebidas, sugerindo a
configuracdo SDA-MIP OES.
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3. DETERMINACAO DE MN E CR EM PLACENTONIOS BOVINOS

3.1 PLACENTONIOS BOVINOS E NUTRIENTES

As exigéncias de minerais em bovinos variam de acordo com o tipo e nivel de producéo,
a idade do animal, a raca e o grau de adaptacao dos animais, a concentracao e a forma quimica
do mineral no alimento, e suas relacbes com os outros nutrientes da dieta durante o periodo de
gestacdo, lactacdo e confinamento °*°°. As caréncias minerais estio entre os fatores que mais
contribuem para a baixa produtividade do rebanho, sendo um problema caracteristico da
maioria dos sistemas de produgéo nas diversas partes do mundo, gerando perdas econdmicas
em razdo da diminuicdo da produtividade do rebanho. Todos os seres vivos necessitam de
minerais para o funcionamento normal dos processos bioldgicos %%,

Aproximadamente 3% dos bovinos recém-nascidos tém pelo menos uma ma formacao
congénita grave. Fatores comuns contribuem para a ocorréncia de anomalias de
desenvolvimento tal como a nutricdo mineral desequilibrada durante o desenvolvimento
embrionario e fetal. Deficiéncias minerais podem causar ndo somente ma formacao durante o
desenvolvimento perinatal, mas também anomalias comportamentais, imunolégicas e
bioguimicas que persistem na vida adulta °®. Estudos em todas as partes do mundo buscam
relacionar as concentracdes de tracos nos bovinos — figado, carne, leite, sangue e placenta
bovina como indicadores de rendimento na produco destes animais %6061,

A placenta de bovinos, como em diversas espécies de animais representa o veiculo para
troca de nutrientes entre a mae e o feto durante o periodo de gestacdo. Dentre algumas funcdes
que a placenta exerce, estdo trocas respiratdrias, armazenamento e fornecimento de nutrientes
essenciais para o feto. Este Gltimo é realizado por meio de placentdnio . O placentonio
constitui a unido entre a carincula materna e o cotilédone fetal, sendo a unidade funcional da
placenta. Os nutrientes esséncias para desenvolvimento de bovinos séo classificados como
macronutrientes entre eles Na, Cl, Mg, S, K e micronutrientes como Co, Cu, Mo, Mn e Se
ambos supridos por meio de alimentago 5% 53,

Nos bovinos em gestacao a deficiéncia mineral multipla causada pela baixa concentracao
presente de varios nutrientes, pode estar relacionada por problemas infeciosos especialmente
na deficiéncia de micronutriente ®. Os micronutrientes sdo os exigidos em pequenas

guantidades pelos animais, mas sdo fundamentais para o desenvolvimento (normal dos animais)
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para a estrutura normal dos 0ssos, reproducdo e funcionamento normal do sistema nervoso
central, além de serem essenciais para diversas enzimas %%, Fémeas adultas em gestagio
necessitam de maiores quantidades de manganés para o desenvolvimento normal do feto do que
bovinos de confinamento para abate ©’.

O Mn é essencial para a estrutura 6ssea, figado, pancreas e componentes essenciais de
enzimas %. Os principais sintomas da deficiéncia de manganés sdo: crescimento retardado,
anormalidade de esqueleto, degeneracdo reprodutiva em ambos o0s sexos, abortos e
anormalidade de recém-nascido %', O monitoramento de Mn, pode ser realizado por meio de
controle de novilhas clonadas que sdo submetidas ao abate, em diferentes fases de gestacdo para
averiguacdo de concentracGes de nutrientes em placentdnios e investigar o potencial de
transferéncia de nutrientes .

O Cr é conhecido por duas ac¢Ges principais nos organismos dos bovinos, sendo que o
primeiro fator a tolerancia a glicose, que facilita o transporte de glicose nos bovinos e o segundo
fator € o anti estresse que minimiza situacdes de estresse nestes animais. O Cromo natural esta
presente nas forragens, farelos e gréos, entretanto, em muitas ocasides ndo é suficiente para
atender os processos nutricionais de animais com metabolismos elevados, como por exemplo,
vacas em lactacdo e em situacdes sujeitas a estresse, como € o caso de periodos de pré parto e
pos-parto 2.

O monitoramento destes micronutrientes durante o periodo gestacional é um desafio
devido as baixas concentracfes a niveis de tracos que necessitam de instrumentacdo com alta
sensibilidade analitica e procedimentos com preparo de amostra complexas 8737475, Diversos
autores descrevem a importancia de micronutrientes em bovinos para melhor desenvolvimento
do feto, porém existe uma pequena literatura sobre procedimentos analiticos e quantificacdo de
elementos tracos durante a fase gestacional de bovinos, devido & complexidade de tratamento
de amostras e alta sensibilidade analitica .

Por estes motivos o presente trabalho busca de quantificar Cr e Mn, micronutrientes
essenciais para desenvolvimento do feto em amostras placentonios bovinos pela técnica de WC
AES em diferentes fases de gestacdo e comparar com resultados obtidos e verificar sua preciséo
com MIP OES para demonstrar a eficiéncia e simplicidade de operagdo do WC AES em
amostras complexas. As determinacGes de Cr e Mn em uma matriz complexa, como 0s
placentdnios, séo possiveis devido as potencialidades de técnicas Opticas para as quantificacdes,
assim como 0 WC AES, que nédo necessita de tratamento complexo de amostra. Desta forma, o
presente estudo tem por objetivo o desenvolvimento de uma metodologia simples de analise
(digestdo direta no atomizador).
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3.2 OBJETIVO

Nesta etapa, o objetivo foi desenvolver um procedimento para aumentar a sensibilidade
de sinais de emissdo para determinagdo de Cr e Mn em placentdnios de bovinos por
espectrometria de emissao atbmica com atomizacgdo eletrotérmica em filamento de tungsténio
- WC AES.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Reagentes e solucdes

As solucdes utilizadas para as digestdes e curvas de calibracGes foram preparadas com
agua destilada-deionizada (18 MQ cm, Milli-Q®, Millipore, Bedford, MA, USA) e adicionado
acido nitrico de alta pureza (Fisher, Pittsburgh, PA, USA). As solucdes de calibracdo foram
preparadas a partir de diluicdes de solugdo padrdo 1000 mg Lt de Cr, Mg e Mn (SPEX
CertPrep, Metuchen, NJ, USA). Peroxido de hidrogénio 30% v v! (Acros, Morris Plains, NJ,
USA) e acido nitrico forma utilizados nas digestdes. Todos os materiais utilizados foram
descontaminados em solugéo de &cido nitrico (10% v v!) por 24 h.

Todas as amostras de placenténio foram coletadas em um frigorifico no municipio de
Ilha Solteira — SP. Os animais escolhidos foram de diferentes regides para verificar as
concentracdes em diferentes condi¢Ges nutricionais, no qual permite uma coleta de amostra de

maneira ndo tendenciosa.

3.3.2 Coleta e preservacao das amostras

Foram coletadas amostras de placenténio em 6 distintas bovinos em diferentes fases de
gestacdo de animais enviados para o abate, Figura 3.1 (a). A coleta foi realizada com um bisturi
n. 2 e os placentdnios acomodados em frascos de amostragem e numerados de 1 a 6. Apos a
coleta, as amostras foram congeladas em um refrigerador doméstico a -5°C e submetidas a
liofilizag&o para preservacgéo das amostras. A liofilizagdo foi realizada a— 50 °C por compressor
hermético com gas, durante 48 h em um liofilizador Terroni® LS 3000 construido em ago inox
AISI 304, com polimento sanitario espelhado, ventilagdo forcada a ar, protecdo térmica e

sistema de drenagem com véalvula de esfera acoplado a bomba de vacuo, Figura 3.1 (b).
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Figura 3.1 - Procedimento de coleta e preservacéo de amostras realizados. Coleta de material (a). Etapa de

liofilizacdo de amostras (b).

()

Placentonios

- Liquido aminiético
N

(b)

Fonte: Elaborado pelo autor

Na maioria dos casos de quantificacdo de tecidos de origem animal a liofilizacdo pode ser
bastante Gtil para preservacdo de amostras, com o principio de congelamento e desidratacdo a
baixa temperatura com alto vacuo, preservando o tecido que esta sendo desidratado ”’.

Apos a liofilizagdo as amostras foram submetidas a digestdo. Com o intuito de garantir a
homogeneidade das amostras e eficiéncia da etapa de digestdo, foi realizado uma moagem
criogénica, utilizando um moinho criogénico SPEX 68000, com o programa de moagem
demonstrado na Tabela 3.1.

A diminuicdo da dimenséo das particulas de uma amostra € um componente importante
para digestdo via micro-ondas. O emprego da moagem criogénica com nitrogénio liquido é um
meio eficiente e dinAmico de obter particulas com volume ultrafino e uniforme, enquanto

promove melhor condicdo e a estabilidade para a amostra, bem como aumenta a eficiéncia de
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digestdo 8. Sistemas de moagem criogénica combinam a moagem fina de alto desempenho com
o resfriamento criogénico, em adequar um ambiente inerte para preservacdo da amostra e

facilitar a etapa de digestéo assistida por micro-ondas, figura 3.2.

Tabela 3.1 - Programa de moagem criogénica empregado para as amostras.

ETAPA TEMPO (minutos)
Pré-congelamento 2
Moagem a 3
Congelamento entre as moagens 2

a2 ciclos por moagem

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 3.2 - Amostras de placentdnios tritutadas e preservadas para digestdo via microondas.
— B

Fonte: Elaborado pelo autor

3.3.3 Digestéao via micro-ondas

A busca por melhores condigdes de digestdo é bastante discutida, pois, esta etapa € uma
das mais importante para uma analise efetiva. Quando se trata de matriz bioldgica, a quantidade
elevada de compostos organicos ndo digeridos podem se reorganizar formando
organometalicos e causa sérias interferéncias analiticas. A digestdo de amostras via micro-
ondas € uma alternativa na qual pode ser utilizado para a digestdo, combinados com misturas
oxidante de HNOs e H0.. Este procedimento é uma opgdo rapida e viavel pelo fato de
possibilitar a recuperacdo de HNO;z durante a etapa de aquecimento em frascos fechados "°#°.
O aumento da pressdo interna nos tubos, durante a rampa de aguecimento causa 0 aumento do
ponto de ebulicdo da solucdo a ser digerida, consequentemente, acelera as rea¢fes quimicas de
digestdo de compostos organicos conforme descrito nas reagoes 1 - 4 81.8283;
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(CH2)n + 2HNOz (ag) > CO2(g) + 2NO (g) + 2H20 (1) (1)

Na reacdo abaixo o NO (g), resultante da reacdo 1, reage com o Oz (g) (H20: (aq))

presente no sistema para formar o NO2 (g):

NO (g) + H202(aq) > NO2(g) + H20 (1) (2)

Em seguida, o0 NOz (g) é reabsorvido dentro do sistema e ocorre a formagéo de HNOs
(aq) e HNO: (aq):

2NO2 (g) +H20 () =  HNOs (aq) + HNO2 (aq) (3)

Este ciclo ird continuar enquanto houver O (g) disponivel no sistema. Por tanto, quanto
maior a quantidade de oxigénio disponivel, maior sera a recuperacdo de HNO3 e mais eficiente

sera a digestao. Neste caso a adi¢do de H2O> contribui para melhora na oxigenag&o do sistema.

2HNO: (aq) + H20 (I) >  NOz (g) + NO (g) + 2H20 (1) (4)

Para a digestdo das amostras de placenténios, aproximadamente 0,25 g foram submetidas
a digestéo assistida por micro-ondas, empregando 2,5 mL de HNOs3, 1,5 mL de H20 (Millipore
Rios 5%) e 1 mL de H202 em um forno micro-ondas Multiwave Anton Paar®, equipado com
rotor de 6 posi¢des. Ap0s a etapa de digestao os digeridos foram aferidos para 25 mL e seguidos
para quantificacao.

A verificacdo de precisdo analitica, 0 mesmo procedimento foi realizado com a CRM

1577b. O programa de aquecimento para digestdo € descrito na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Programa de aquecimento usado para a digestdo das amostras.

Etapa Poténcia Temperatura Tempo Pressao

(W) (K) (min)  (Bar)
1 100 393 5 75
2 600 510 5 75
3 1000 560 10 75
4 0 298 15 75

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.4 Quantificacio de Cr e Mn por WC AES

O WC AES foi utilizado para medidas analiticas com a introducdo de 25 pL. de amostras
adicionadas diretamente no atomizador de tungsténio usando uma micropipeta automatica
(Eppendorf 10 — 100 mL, Brinkman, Westbury, NY, USA). O ciclo de aquecimento aplicado
consiste nas etapas de vaporizacdo do solvente (etapa 1), pirolise da amostra (etapa 2), prée
atomizacéo (etapa 3) e excitagdo e atomizagio do analito (etapa 4) 2%,

O filamento de tungsténio utilizado foi proveniente de uma lampada comercial de
microscopio (Osram Xenophot 64633 HXL, Pullach, Germany), com 15 V e 150 W e aplicacao
de uma corrente continua. Cerca de 25 uL de amostras foram inseridos na cela de atomizacgao
(Ace Glass, product no. D131703, Vineland, New Jersey, USA) para as etapas de secagem,
pirdlise e atomizacéo 3. A emissdo gerada foi coletada por espectrdmetro modelo Czerny-
turner (MonSpec 18, Scientific Measurement Systems Inc., Grand Junction, CO, USA) com
tempo de integracdo de 30 ms, acoplado a um detector CCD (Spec-10, Princeton Instruments,
Roper Scientific, Trenton, NJ, USA) operando em - 40 °C, que possibilita adequanda resolucao
espectral 84,

Avaliacdes de diferentes tempos de integracao de sinais de emissao foram realizadas com
a finalidade de reduzir o sinal-ruido e aumentar a sensibilidade analitica. Um MIP OES (MP
AES 4200, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) foi utilizado para checar a exatiddo
dos dados obtidos. O sistema de introducdo de amostras é composto por um amostrador
automatico SPS 3 - tubulacdo de fotopolimero-resistente, uma cadmara tipo ciclone juntamente
com um nebulizador inerte OneNeb e N2 utilizado como gas de plasma . O método de curva
de calibragdo externo foi utilizado em todas as determinagfes. Para verificar a exatiddo
analitica, amostra certificada de figado bovino CRM 1577b foi utilizada como referéncia. A

Figura 3.3 demostra o procedimento analitico adotado para as determinagdes.
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Figura 3.3 - Procedimento adotado para determinacdo de Cr e Mn em placent6nios bovinos.

Moagem
' criogénica
| por 5 min.

& h’ & .
Redugio e acondionamento Liofilizagao a -50°C
das amostras por 48 h

Aferidos para
25 ml

Digestéo assistida
via micro-ondas

-0,25gem 10 mL
-2,5mL de HNO3
- 1,5 mL de H202

MIP OES

Fonte: Elaborado pelo autor

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.4.1 Otimizacao para determinacéo de Mn e Cr por WC AES

Para as leituras analiticas em WC AES foi necessario um pré condicionamento do atomizador
de tungsténio, assim como nas etapas de secagem, pirolise e atomizacao. Estes procedimentos

serdo discutidos nas se¢des seguintes.

3.4.2 Codicionamento do atomizador

O filamento de tungsténio necessita de um condicionamento para melhorar a
sensibilidade analitica. Este procedimento foi realizado a partir de programa de aquecimento

para otimizag&o de atomizador em diferentes atmosferas conforme descrito na tabela 3.3 222732,
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Tabela 3.3 - Programa de aquecimento para tratamento térmico e condicionamento.

Etapa Corrente aplicada (A) Tempo (s) Atmosfera

3,0 10 ar
5,0 5,0 ar

! 0 10 ar
5,0 5,0 ar
3,5 250 1L min (10% Ha/ 90% Ar)
4,5 250 1L min(10% H2/90% Ar)

2 55 300 1 L min* (10% H2/90% Ar)
7,0 150 1L mint (10% Ha/ 90% Ar)
10 35 1L min (10% Ha/ 90% Ar)

Fonte: Elaborado pelo autor

Ao utilizar um novo atomizador, é necessario estabelecer um programa de aquecimento
sobre atomosfera no ar, fora da célula de atomizacéo, que favorece a formacdo de uma espessa
camada de oOxido de tungsténio (Figura 3.4 (a)). Com a aplicacdo de um novo ciclo de
aquecimento, o atomizador perde esta primeira camada de 6xido formada em uma atomosfera

composta de 10% Hz/ 90% Ar, dentro da célula de atomizacéo, (figura 3.4 (b)).

Figura 3.4 - Condicionamento do atomizador de filamento de tungsténio fora da cela de atomizacéo (a);

Condicionamento dentro da cela de atomizacéo de vidro borosilicato (b).

Fonte: Elaborado pelo autor. (Laboratdrio da Wake Foresty Universyt, Winston Salem, NC, USA.).

Atomizadores submetidos a este tratamento conseguem proporcionar melhores sinais de
emissdo quando comparados a atomizadores sem condicionamento, isso pode ser melhor

compreendido devido a superficie de O0xido formada e consequentemente removida com o
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condicionamento sobre atmosfera de 10% H2/ 90% Ar. A area do atomizador é reduzida e a
condutividade aumenta devido ao maior fluxo de elétrons transportado, figura 3.4.

Para condicionamento de pir6lise e atomizacdo, foram realizados testes para verificacdo
da corrente real aplicada no filamento. Esta avaliacdo permitiu quantificar a corrente real a
partir da corrente nominal inserida no programa de aquecimento e consequentemente possibilita
a determinacdo da temperatura na superficie do atomizador. Estes pardmetros permitem o
acompanhamento das etapas de pirdlise e atomizacdo com maior efetividade durante o
procedimento analitico. Conforme descritos em trabalhos anteriores considerando o filamento
de W como um fio cilindrico enrolado na forma de uma espira, foram retirados dados do
atomizador de tungsténio como a area da circunferéncia (m?), o volume do fio (m%); e a
densidade do material (kg m™) para determinar da razdo L/A para o filamento de tungsténio,
onde o L, m e r sd0 o comprimento, a massa e 0 raio do atomizador de tungsténio,
respectivamente e a densidade do tungsténio expressa como d. A razdo L/A pode ser

representada pela equacéo 5 3*:

m
= T (eq. 5)

L
A d.m%. r*

A massa considerada para os atomizadores condicionados foide 0,0940 g e o raio do fio
constituinte do filamento determinado através de observagdes por microscépia eletrénica de
varredura, foi de valores de 0,144 mm %, A razdo L/A para obtida para o filamento de
tungsténio condiciodado foi de 1,02 x 106 m™,
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Tabela 3.4 - Dados obtidos para condicionamento do atomizador a partir de aplicacéo de corrente.

Corrente (A)

Nominal Leituras obtidas Médias o6 RSD

1,00 2,08 206 203 206 002 1,06
150 2,09 208 206 208 0,01 067
200 210 210 211 210 0,01 0,35
250 2,06 221 217 215 0,06 2,87
300 244 253 248 248 0,03 1,40
350 2,87 294 288 290 0,03 1,04
400 329 339 333 334 0,04 116
450 3,74 383 3,77 3,78 0,04 1,00
500 4,16 3,93 421 410 0,12 297
550 462 454 468 461 0,06 1,24
6,00 5,07 497 513 506 0,07 1,31
6,50 553 546 561 553 0,06 1,11
700 599 594 609 601 0,06 1,04
750 646 644 657 649 0,06 0,88
800 694692 704 697 0,05 0,75
850 7,44 742 755 7,47 0,06 0,77
9,00 7,87 7,94 8,03 7,95 0,07 0,82
950 834 845 852 844 0,07 0,88
10,00 8,87 8,96 9,02 895 0,06 0,69

o: desvio padrdo; RSD: desvio padrao relativo

Fonte: Elaborado pelo autor

As leituras de corrente ndo sofreram alteracdoes significativas, com desvio padrdo
relativo (RSD) entre 0,35 e 2,87 %. A partir dos dados apresentados na tabela 3.4, e utilizando
a ferramenta de dados do Microsoft Solver (suplemento do Microsoft Excel) calculou-se o valor
de corrente efetivamente aplicada no filamento (la), utilizando uma equagéo polinomial (ordem

3) de ajuste da curva dada pela equagao 6:

la =-0,0075x3 + 0,1688x> — 0,2479x + 2,0363 (eq. 6)
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Com os valores medidos de potencial (V) a temperatura da superficie pode ser calculada
simplesmente pelo monitoramento do potencial entre o atomizador durante o agquecimento de

diferentes ciclos, considerando sua relagcdo com a resistividade do tungsténio (equagéo 7).

R

= — T eq. 7
Rearranjando os valores de p e o valor de R (R =ddp (V) /i (A)) e para determinar a
temperatura do filamento de tungsténio a partir do simples monitoramento do potencial apds

aplicacdo de uma corrente elétrica, obtem-se a seguinte equacao 8.

p =45776 x 10711, T 12415 (eq. 8)

Sendo que R foi obtido com uma fonte constante de alimentagéo utilizada em todos os
experimentos. A partir dos dados da curva de ajuste obtida, obteve-se a equagdo 9, que

correlaciona temperatura T (K) e a resistividade p (Q m) &

0,805477245
T = <dep ) .2,128731811 x 108 (eq. 9)

2. g

Onde T é a temperatura (K), ddp ¢ o potencial (V), L/A a razdo comprimento/area (m™)
e | a corrente aplicada (A) ?’. Este procedimento foi adotado para determinagio da temperatura

do atomizador em todas as leituras realizadas.

3.4.3 Determinacéo da temperatura de piroélise e atomizacao

Foram realizados testes com solugdes de 1 mg L dos elementos em estudos para otimizar
a temperatura de operacdo. Para este procedimento os sinais de emissdo atdmica foram
coletados com 1s apds o inicio da atomizacdo. Desta forma, foi possivel determinar a
temperatura de secagem, pirdlise e atomizacao da superficie do atomizador. As Figuras 3.5 e
3.6 apresentam as intensidades obtidas para os filamentos de tungsténio apds otimizacdo de

aplicacdo de corrente.
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Figura 3.5 - Perfis de otimizacdo de pirdlise e atomizago para Mn (1 mg L™).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 3.6 - Perfis de otimizacéo de pirdlise e atomizacéo para Cr (1 mg L™2).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para realizacdo dos procedimentos de otimizagdo utilizou-se uma variacdo de corrente
empregada entre 3 — 4 ampéres (A) para secagem; 2 — 3 para pirolise e 9 — 12 para atomizacéo.
As melhores condicdes obtidas sdo demonstradas para cada etapa na tabela 3.5.
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Tabela 3.5 — Programa de aquecimento durante as etapas de secagem, pirdlise e atomizacgéo para as

determinagdes em WC AES.

Corrente
A Voltagem Temperatura Tempo

Etapa  Norminal Real \Y K S
3,0 2,6 0,58 373 30
1 2,9 2,5 0,55 373 25
2,7 2,4 0,63 373 20

2 2.4 2,3 0,92 1472 25

3 - - - - 10

4 10,5 11,7 13,07 3360 3

Fonte: Elaborado pelo autor

Nestas etapas, a secagem constituiu na eliminacdo gradativa do solvente e pode variar 0
tempo em funcdo da viscosidade e volatilidade de cada solvente. Na etapa de pirdlise ocorre a
separacdo entre componentes da matriz e analito, nesta fase pode-se eliminar matrizes organicas
devido a elevacdo da temperatura e com isso reduzir os efeitos de backgroaund geralmente altos
para analises Oticas, em temperaturas préximas ao ponto de fusdo do elemento de interesse,
fazendo que ndo tenha perda de sinal 202%30:3335 34 na Gltima etapa, a de atomizacio, € a fase
de fragmentacdo de um corpo em unidades imperceptiveis.

Para a atomizacdo eletrotérmica a eficiéncia de formagdo da nuvem atbmica esta
associada a taxa de aquecimento do atomizador, sendo esta diretamente proporcional a poténcia
da fonte de aguecimento. Em seguida ocorre a emissdo e obtencdo de dados analiticos, isso €
possivel podendo atingir valores como 30 K ms™ em filamento de tungsténio sobre alta taxa de
aquecimento, permitindo a separacéo dos sinais analiticos &. Durante o ciclo de aquecimento
foi utilizado uma etapa de pré atomizagdo que corresponde a etapa de resfriamento anterior a
atomizacao e possui 0 emprego de garantir condigdes anélogas e reprodutibilidade da etapa de
atomizacdo durante a analise de multiplas solugdes.

Devido a menor sensibilidade de obtencdo de sinal de Mn em relacdo ao Cr, foi
estabelecido que as melhores condigdes para Mn seriam utilizadas para todas as determinacdes
por ndo verificar perda de sinal analitico de Cr. Isso possibilitou as quantificagdes simultaneas
em uma Unica solucdo de curva de calibracdo, sendo que a temperatura de fusdo do Mn é

proxima de 1500 K, enquanto a temperatura de fusdo do Cr é proxima de 2200 K. Indicando
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que a utilizacdo de pirolise a 1472 K favorece as quantificacbes de Mn sem perda de analito

caso utilizado temperaturas maiores.

3.4.4 Avaliacdo do tempo de integracdo de sinal nas medidas de WC AES

Com a otimizagdo das temperaturas de pirolise e atomizacdo, a melhor eficiéncia de
emissdo pode ser relacionada com a temperatura de atomizagéo e o tempo de integragéo, neste
caso diferente para cada elemento a ser analisado. O grande desafio é a quantificagdo de Mn
403 nm. Por apresentar baixa sensibilidade, como descrito nas sec¢des anteriores esta
sensibilidade e em alguns casos necessita de modificadores quimicos para possibilitar o
aumento de sinal e eliminagdo de interferéncias espectrais. Neste contexto avaliou-se a
possibilidade de ganho de sinal sem a necessidade de manipulacdo quimica, sendo apenas a
avaliacdo de diferentes tempos de integracdo de sinais como ferramenta de trabalho.

A execucdo de uma curva de calibracdo para Mn em tempo de integracdo de sinal de 500
ms foi utilizada para avaliar a sensibilidade do atomizador apds o condicionamento. Para esta
coleta de sinal em um faixa linear de 1 — 50 mg L%, obteve um limite de deteccéo de 0,9 mg L
1 e em testes realizados para Cr obteve-se um limite de deteccdo de 0,6 mg L*, valores
relativamente altos quando comparados com outras técnicas dpticas como GF AAS, ICP-OES,
MP AES que podem obter valores para LOD’s na ordem de ug L™ com certa facilidade. Esta
que esta baixa sensibilidade pode estar relacionada com a LDR (faixa dindmica linear) . A
LDR ¢ a faixa de concentracdes sobre a qual uma curva de calibracdo é linear. Ela é definida
na extremidade inferior pelo LOD, e na extremidade superior pela a concentracdo do analito. A
LDR é geralmente expressa em ordens de magnitude, em método analitico devem ter uma faixa
dindmica normal entre 2 - 6 ordens de magnitude e para filamentos de tungsténio esta ordem é
bem menor. Neste caso especifico a LDR apresenta valores de 1,7 ordem de magnitude, este
resultado é devido a baixa concentracdo de atomos excitados ja que as temperaturas obtidas na
superficie do filamento de no méximo 3600 K, sua temperatura de fuséo.

Ao avaliar a possibilidade de trabalho em concentragbes menores, realizamos testes em
uma faixa de trabalho de 1,0 — 10,0 mg L (Figura 3.7). Nesta analise, fica evidenciado que em
concentracdes menores, tanto para Cr e para Mn ocorre um desvio acentuado da curva de
calibracdo. Uma das razdes para este desvio, pode estar relaciodado a auto absor¢édo devido a
grande densidade de transigcdes eletronicas e ao alto sinal de fundo. Entretando, uma
possibilidade para esta correcdo, pode ser realizada com o emprego de tempo de integracéo de
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sinal menor, que reduzira o sinal de fundo e a coleta de sinal de emissdo pode ser melhor

efetuada.

Figura 3.7 - Curvas de calibracdo para Cr e Mn em 500 ms de integracdo de sinal. — Linearidade esperada para

uma curva de calibragdo normal. --m-- Dados obtidos pela curva de calibracéo (n = 3).
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Fonte: Elaborado pelo autor

A utilizacdo das condi¢Oes descritas nesta secdo, para analises de tracos ou ultra-tracos é
praticamente impossivel, pois as concentracBes a serem analisadas estariam abaixo dos LOD s
obtidos para Mn e Cr. Por este motivo, a avaliagdo de diferentes tempos de integracéo de sinal
foi realizada a partir de solucdes de 0,2 mg L para Cr e Mn sobre condicdes citadas nas secdes

anteriores para secagem, pirolise e atomizacdo. Foi avaliado a relacdo sinal-ruido (n = 20) para

determinar a melhor coleta de sinal em 4 diferentes tempos 10, 30, 50 e 100 ms, tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Avaliagdo do tempo de integragdo (n = 20) para Mn e Cr a partir de solucéo de 0,2 mg L™

Tempo de integracdo (ms) n° de espectros Elementos  S/N RSD
Mn 28 4
10 50
Cr 24 4
Mn 36 3
30 3 Cr 25 4
Mn 18 6
50 20
Cr 16 5
100 15 Mn 14 7
Cr 13 8

Fonte: Elaborado pelo autor
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A relacdo sinal-ruido (S/N) compara o nivel do sinal desejado para o nivel de ruido de
fundo. Quanto maior relacdo sinal-ruido, menor seré o efeito de fundo ruido sobre a detecdo ou
o sinal de medicdo ®°. A avaliagdo demostrada na tabela 3.6 indica que a melhor utilizagio de
integracdo de tempo foi de 30 ms para obtencéo de sinal analitico, apresentando melhor relacéo
sinal ruido de 36 e 25, e desvio padrao relativo de 3 e 4 para Mn e Cr, respectivamente.

As figuras 3.8 e 3.9 demonstram graficos com coordenadas X para o tempo de emisséo,
Y para comprimento de onda e Z para a intensidade de emissdo. Uma comparacdo do sinal
emitido e sinal de fundo para 500 e 30 ms foram realizados para comparacéo de eficiéncia em
emissdo de sinal. Nesta comparacgdo, as emissdes utilizando 500 ms de integracdo de sinal
(Figura 3.8), observa-se sinal de fundo 20 vezes maior em relacéo a avaliacdo realizada com 30
ms de integragdo de sinal (Figura 3.9).

Outro ponto a ser discutido, € que com menor tempo de coleta de sinal, ou seja, o detector
coleta sinais de emissdo em maior numero por um curto intervalo de tempo, obtém-se maior
namero de espectro de emissdo para menores tempos de integracdo conforme demonstrado na

figura 3.9, isso possibilita a maior coleta de dados.

Figura 3.8 - Espectro de emissdo para Mn 403,1 nm e Cr 425,4 nm, em integracdo de sinal para 500 ms.
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Figura 3.9 - Espectro de emissdo para Mn 403,1 nm e Cr 425,4 nm, em integracdo de sinal para 30 ms
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Fonte: Elaborado pelo autor

Nesta avaliacdo foi possivel comprovar que a reducdo do tempo de coleta de dados
aumentou o sinal significativamente possibilitou a quantificacdo dos analitos em estudo.
Utilizando uma integracdo de sinal de 30 ms gerou-se um total de 35 espectros com 1 segundo
de emissdo total e para 500 ms obteve-se 8 espectros com 5 segundo de emissao total. Ao avaliar
primeiramente integracdo de 5 segundos possibilitou coletar dados em apenas 2 espectros
(tempos entre 0,5 — 1,5 s) para Mn 403,1 nm e e 3 espectros (tempos entre 0,5 — 2,0 s) para
emissdes de Cr 425,4 nm. Nos espectros de emissdo gerados em 1 segundo de emissao total,
foi possivel coletar dados em 6 espectros (tempos entre 0,51 — 0,66 s) para Mn 403,1 nme 9
espectros (tempos entre 0,51 — 0,75 s) para emissdo de Cr 425,4 nm. Avaliando apenas o tempo
com maior pico de emissao para ambos elementos notou-se uma pequena similariedade (Figura
3.10). Porém ao realizar uma curva de calibracdo, em ambos espectros, apresentaram maior
variacdo do coeficiente linear que deixa as andlises imprecisas e com maior erro, devido a
obteng&o de sinais de emisséo de fundo quando comparado a integragcdes em uma dada faixa de

tempo.
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Figura 3.10 - Espectro para o melhor pico de emissdo de Mn 403,1 nm e Cr 425,4 nm, em integracdo de sinal
para (a) 500 mse (b) 30ms (n=3e1mgL?).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Em todos os pontos de sinais de emissdo coletados para Mn 403,1 nm, as emissdes
geradas com tempo de integracdo de 30 ms obteve-se um sinal liquido de emissdo de 740,
enquanto com 500 ms obteve-se sinal liquido de emissdo de 244, Figura 3.11. Considerando
esta mesma comparacao para Cr 425,4 nm constatou-se uma diferenca de obtencéo de sinal
mais expressiva, de 1285 em 500 ms para um total de 3529 em coleta de sinal de emisséo

utilizando uma integracdo de sinal de 30 ms e total de 1 segundo de emisséo Figura 3.12.



62

Figura 3.11 - Sinais de emissdo em funcdo do tempo de integracéo de sinal de (a) 500 ms e (b) 30 ms para Mn
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 3.12 - Sinais de emissdo em funcdo do tempo de integracdo de sinal de (a) 500 ms e (b) 30 ms para Cr
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Observou-se que para um maior tempo de integracdo para Cr, obtem-se um maior pico de

emissdo, porém com maior numero de espectros em menor tempo de integracdo e maior

homogeneidade de sinal resultando em maior sinal liquido. Ainda sobre os sinais de emissdo

para Cr observou-se a ndo formacao de um pico agudo, este fato pode ser atribuido a formacéo

de nuvem atébmica fria por estar combinado com o uso das melhores condicGes térmicas para

Mn como discutido nas sec¢Oes anteriores e pelo fato de que o WC AES ser um sistema nao
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isotérmico, fazendo com que reduza a sensibilidade deste elemento. Deste modo, fica evidente
a grande vantagem de trabalhar com tempo de integragdo menores para o WC AES.

A tabela 3.7 demonstra os limites de detec¢do (LODSs) calculado de acordo com as
recomendacdes da IUPAC como 3 vezes o desvio-padrédo do sinal em branco (SB) dividido pela
inclinacdo da curva de calibragdo (m): LOD = 3*SB / m. Os limites de quantificacdo (LOQ)
foram calculados da mesma maneira, com n = 15, LOQ = 10*SB / m %,

Em trabalhos recentemente publicados, onde foram utilizados modificadores quimicos
(nitrato de magnésio e cobalto) para aumento da sensibilidade analitica de Mn e Cr, obtiveram
limites de deteccdo 17 vezes menor em suas avaliagdes para Mn e 10 vezes menor para Cr 3%,
Conforme descrito neste estudo comparando 0 novo tempo de integracdo em 30 ms e as
condicGes de pirdlise e atomizacdo, com as condi¢cdes normais de operagdo (500 ms de tempo
de integracdo) obtivemos uma reducdo de 45 vezes menor para o LOD de Mn, e 150 vezes
menor para Cr. Ndo podemos desconsiderar que em ambos trabalhos citados, que o sistema
optico se difere do utilizado neste trabalho, porém esses dados nos mostram que o WC AES
ainda sim, possui um potencial analitico muito grande a ser explorado. N&o realizamos teste
com a utilizacdo de modificadores quimicos porque os resultados obtidos ja seriam satisfatorios

para continuidade do trabalho.

Tabela 3.7 — Pardmentros analiticos obtidos por WC AES.

Mn Cr
Equacdo da reta (mg L) | =1093,9C + 5,4333 | = 4938,3C + 5,0902
Faixa linear 0,1-1,0 0,1-1,0
R? 0,9978 0,9992
LOD (mg L% 0,02 0,004

Fonte: Elaborado pelo autor

3.4.5 Determinacdo de Mn e Cr em placentdnios por MIP OES como método

comparativo

Um Agilent 4200 MP-AES foi utilizado para a quantificacdo de Mn e Cr em placenténios
bovinos (figura 3.13). Um tanque liquido de N2 foi utilizado como fonte de gas para o plasma

induzido por micro-ondas. O sistema de introdugdo de amostra é composto por um amostrador
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automatico 3 SPS, uma camara de acdo ciclonica de duas passagens e 0 nebulizador OneNeb

inerte.

Figura 3.13 - Espectrometria de Emissdo Atémica com Plasma Induzido por Micro-ondas Agilent MIP OES.

Fonte: Laboratério da Wake Foresty Universty, Winston Salem, NC, USA.

Pardmetros instrumentais tais como a pressdo do gas de nebulizacdo e visualizacdo de
posicdo (ou seja, zona de observacdo analitica) foram otimizados para cada analito
separadamente. O software utilizado pelo instrumento é o MP Expert, que permite a aplicacdo
da correcéo de fundo. O fluxo de nebulizacdo (L min) foi de 1,0 e a posicdo de visualizago

(mm) de -10, utilizada em ambos analitos, Figuras 3.14 e 3.15.

Figura 3.14 - Otimizac&o do fluxo do nebulizador para Mn e Cr obtidos por MIP OES.
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Figura 3.15 - Otimizacéo da posicédo de vizualizacdo do plasma para Mn e Cr obtidos por MIP OES.
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Fonte: Elaborado pelo autor

As condicdes de operacdo utilizadas para o MIP OES podem ser observadas na tabela 3.8.
Para os limites de detec¢édo, foram adotados os procedimentos de acordo com os referidos nas

secdes anteriores para ICP OES.

Tabela 3.8 - Condigdes instrumentais para MIP OES.

Parametros instrumentais Condicdes de operacoes
Tempo de integracao (S) 3
Velocidade de bomba peristaltica (rpm) 15
Numero de replicatas 3
Tempo de estabilizacao (s) 20
Correcéo de fundo Auto
Temperatura do CCD (C °) -0,3

Fonte: Elaborado pelo autor

Apos a realizacdo das otimizagdes, foram encontrados os valores de LOD para cada
analito. Preparou-se solucBes de 10 mL com 1 mg L7 apartir de padrdo estoque
monoelementares 1000 mg L™ de Mg, Mn e Cr (SPEX CertPrep, Metuchen, NJ, USA) diluidas

em agua destilada-deionizada Milli-Q (Millipore, EUA). Todas as solucdes analiticas foram
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preparadas em meio 1% (v v') HNO; (Fisher Scientific, Canada). O branco das analises foi
obtido a partir de solugdo de 1 % HNO3z em 4gua destilada-deionizada. Os resultados obtidos
estéo apresentados na tabela 3.9.

Tabela 3.9 — Desempenho analitico instrumental obtidas por MIP OES.

Elemento/ Intensidade Intensidade LOD
RSDb BEC SBR
A (nm) (branco) (I mg L1 (mg L?)
Mn 403,076 26 54541 14 0,0005 2087 0,02
Cr 425,433 21 51593 38 0,0004 2484 0,04

RSDb: RSD do branco

Fonte: Elaborado pelo autor

3.4.6  Determinacéo de Cr e Mn em placenténios por WC AES

A exatiddo foi verificada, comparando os resultados WC AES com aqueles obtidos com
o0 procedimento de MIP OES por método estatistico de teste-t Tabela 3.11. N&o foi detectada
diferenca estatisticamente significativa, em um nivel de confianca de 95% e com t crit. = 4,3027
entre as concentracdes de Mn determinado para a amostra de CRM 1577b, obtendo uma

recuperacao de 101% e um desvio padrdo relativo (RSD) de 4,5, tabela 3.10.

Tabela 3.10 - Resultados obtidos para quantificagdes de CRM 1577b por WC AES. (Todas as concentragdes
estdioemmg Lten=23).
A nm WC AES t-test CRM1577b Recp%
403,1 10,65 +0,49 0,63 10,5 +1,17 101

Fonte: Elaborado pelo autor

Testes de adicéo e recuperacdo foram realizados para Cr, porém como o elemento nédo
esta presente na amostra de referéncia certificada utilizada, esta avalia¢cdo ocorreu somente por

meio de testes de adicéo e recuperagéo tabela 3.11.
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Tabela 3.11 - Testes de adicdo e recuperacdo para Cr e Mn determinados por WC AES. (Todas as concentragdes

estioemmg Lt en =3).

Elemento/ o ]
Amostra  Adicionado Media RSD  Recp%
A (nm)

Al 0,30 0,29 £0,02 7,4 98
Mn 403,1

A2 0,30 0,28 +0,02 6,9 94

Al 0,30 0,31 +0,02 6,5 102
Cr4254

A2 0,30 0,28 +0,02 7,2 96

Fonte: Elaborado pelo autor

Para a realizagdo dos testes de adigdo e recuperacéo utilizou-se solucdes de 0,3 mg L,
esta escolha foi tomada para que fosse realizado testes com concentrac¢fes acima dos limites de
guantificacdo de ambos elementos. Desta forma, teriamos menor interferéncia de sinal ruido
mesmo em baixas concentracdes para este teste. Duas amostras foram escolhidas para as
quantificacOes. A exatidao obtida para as leituras analiticas realizadas por WC AES foram de
+ 0,02 e o desvio padrao relativo variando entre 6,5 e 7,2. As recuperagdes foram consideraveis
Otimas na faixa de 94 a 102% a partir de uma instrumentacdo aberta e nao isotérmica, e que
poderia se esperar maiores variagoes.

A Ultima etapa deste estudo, foi a determinacdo dos elementos Mn e Cr em amostras de
placentdnios digeridos e comparar os resultados das analises obtidos por WC AES com os dados
obtidos pelo MIP OES. A tabela 3.12 demonstra os resultados das quantificacfes realizadas

para o Mn.

Tabela 3.12 — Resultados obtidos a partir de determinacdo de Mn por WC AES e MIP OES. (Todas as

concentragdes estdo em mg Lt e n = 3).

Amostra WC AES MIP OES test-t Recp. %
Al 2,72 +0,34 2,96 0,01 1,41 92
A2 2,39 +0,23 2,62 0,01 2,02 91
A3 3,14 0,19 3,07 £0,01 0,75 102
A4 3,00 £0,63 3,02 £0,04 0,08 99
A5 2,52 0,55 2,67 +0,02 0,56 94
A6 2,09 +0,50 3,15 +0,01 0,25 98

Fonte: Elaborado pelo autor
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As exatiddes obtidas para as leituras analiticas realizadas no WC AES sofreram uma
variacdo entre = 0,23 e + 0,63 e ndo foram detectadas diferencas estatisticamente significativas
quando a aplicagdo do test — t com um grau de confianca de 95% e t crit. = 4,3027. Pode-se
entdo avaliar que as quantificacbes de Mn com a utilizagdo de um tempo de integracdo de 30
ms, e condicionamento do atomizador com base na temperatura de pirélise e atomizacdo pode
ser facilmente empregada, evitando novas etapas analiticas como necessidade de utilizar
agentes modificadores, curva de adicdo de padrdo, micro-extragdo, pré-concentracdo para
melhor sensibilidade analitica. Ainda sobre as concentracGes de Mn, este estudo demonstrou
uma média de 2,64 + 0,39 pg g em tecido maternal. Isso demonstra que mesmo coletadas
amostras de diferentes animais, ndo foi apontado grande variagdo destas concentragdes pela
genitora. Outros autores, descrevem a relacdo de concentragdes de manganés a partir de
amostras de figado bovino materno e fetal, encontraram concentragdes de 3,20 + 0,19 pg g*
para tecido materno 1. Avaliando ambos resultados de 2,64 + 0,39 ug g (presebte trabalho) e
3,20 + 0,19 ug g (encontrados na literatura os resultados apontam que existe uma
conformidade, e que neste caso as concentracdes de Mn encontradas nos placenténios podem
estar dentro dos niveis normais de transferéncias deste micronutriente. As analises para as
determinacGes de Cr foram realizadas para WC AES e MIP OES, porém ambos resultados estdo
abaixo dos limites de quantificagdes de cada instrumento analitico. Por este motivo, com a
probabilidade de que os resultados ndo sejam confidveis, o0s valores de concentracGes para Cr

foram descartados e considerado como elemento ndo presente na amostra.

3.5 CONSIDERACOES FINAIS PARA DETERMINACOES DE Cr E Mn
EM PLACENTONIOS BOVINOS

Apresentamos neste trabalho um simples procedimento para melhor sensibiliadade
analitica para determinacdes de Mn e Cr. A reducdo do tempo de integracdo aliado com
condicionamento das etapas de pirolise € um procedimento rapido e efetivo para determinacoes
em WC AES, além de possibilitar obtencdo de menores limites de detecgdo e melhor preciséo.
Uma vantagem do WC AES é a possibilidade de construgdo de um instrumento espectro
analitico em escala menor, isso faz com que a analise possa ser realizada em qualquer local e

facilmente transportado.
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Para as determinacgdes de Mn e Cr em placent6nios, os dados obtidos para os LOD’s tanto
para Cr e para Mn foram excelentes, porém o WC AES n&o apresenta sensibilidade suficiente
para determinacdo de Cr em placentdnios, isso sugere testes em instrumentos mais sensiveis.
Deve-se notar que ndo foi detectado possiveis interferéncias espectrais ja que os testes de adi¢éo
e recuperacdo apresentaram excelentes rendimentos e ndo foram observados diferenca

estatisticas para as quantificacdes de Mn ao aplicar o test-t.



CAPITULO 4

DETERMINACAO DIRETA DE Cr EM CAPSULAS
MEDICINAIS
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4. DETERMINACAO DIRETA DE Cr EM CAPSULAS MEDICINAIS

4.1 CAPSULAS DE MEDICAMENTOS

O mercado farmacéutico global tem crescido rapidamente nas Ultimas décadas. Esta
tendéncia devera continuar, especialmente devido a fatores como o envelhecimento da
populacédo, métodos de diagnostico avancados, acesso a esses métodos por individuos de grupos
socioecondémicos de menor poder aquisitivo e iniciativas de muitas organizagcdes em todo o
mundo para melhorar a qualidade de vida da populacdo, tornando os tratamentos de salde
eficientes e acessivel a toda a populagéo 929%%. Um componente importante, mas muitas vezes
negligenciado da inddstria farmacéutica esta associado com céapsulas de medicamentos. Em
2012, 300 bilhdes de unidades destes recipientes de medicina foram produzidos somente na
China, e em 2014, o mercado global da cépsula representou um mercado de US $ 1,3 bilhdes.
Para 2019 espera-se ser gerado um faturamento de US $ 1,8 bilhdes com comercializagéo deste
produto, com perspectivas de um aumento de 7% em apenas cinco anos *.

As capsulas séo recipientes de transporte de medicamentos com composi¢des, formas
diferentes e volumes variando entre 0,12 — 1,27 mL para armazenar formulagdes farmacéuticas
em forma de po °. Os materiais usados para fazer estes recipientes podem ter diferentes
consisténcias, mas deve conter apenas ingredientes inertes na sua composi¢do, o que ndo €
sempre 0 caso.

Impurezas elementares podem conter componentes toxicos e se tornar uma fonte de
contaminacdo para pacientes que ingerem medicamentos a base de capsulas. O rastreamento do
produto final, pode indicar a presenca de catalisadores metalicos e outros materiais utilizados
para produzir estas capsulas podendo ser quantificados em niveis elevados e entdo se
acumularem no organismo do paciente, causando eventualmente condi¢Ges potencialmente
graves para a saude °’. Neste contexto, a Farmacopéia Americana (USP — United State
Pharmacopeia) recentemente tem aumentado suas restri¢cdes para as concentragdes de consumo
maximo para impurezas elementares em formulagcbes de medicamentos. Embora néo
especificamente direcionados para capsulas de medicamento, capitulos 232 e 233 regulam de
15 elementos com padrédo de limites de concentragdo (para substancias de droga e recipientes
com dose maxima de < 10 g dia®) variando de 0,15 ug dia™* para As inorganico e 100 ug dia™

para Cu %9,
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Em 2012 a Agéncia Chinesa Reguladora de Alimentos e Drogras (SFDA - State Food and
Drug Administration), suspendeu na provincia costal chinesa de Zhejiang a venda de 13
capsulas base de medicamentos, por conter niveis excessivos de cromo em sua composicéo. De
acordo com as investigacdes da origem desta contaminacdo, concluiram que o uso de gelatina
industrial com concentragao de cromo elevado era a razio para esta contaminacio 1. A SFDA,
fechou fébricas e suspendeu a comercializagdo de capsulas, apds a descoberta de contaminacgéo
de cromo em gelatina industrial em 28 provincias chinesas. Para garantir a qualidade dos
medicamentos, a SFDA reestruturou a producdo de medicamentos, e exigiu controles mais
rigidos sobre a producio de drogas em toda a China %,

O cromo € um dos elementos incluidos no capitulo da USP 232, principalmente por causa
de suas caracteristicas toxicas e efeitos cancerigenos quando presente como Cr (V1) 192, Assim,
os procedimentos analiticos capazes de determinar as baixas concentracGes de Cr em matrizes
complexas tornam-se ferramentas necessarias para monitorar a concentracdo de Cr em capsulas,
evitando a contaminagéo do paciente e suas consequéncias a longo prazo.

Os procedimentos analiticos recomendados pela USP para a determinacgdo de impurezas
de oligoelemento em drogas e recipientes (USP 233, 2013) sdo baseadas na técnica de
quantificacdo por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado ou
deteccdo por espectrometria de massa (ICP OES ou ICP-MS). Estes sdo dois dos métodos mais
sensiveis, precisos e exatos em espectrometria atbmica, com limites de detec¢do (LOD) nos
niveis de pug L™ e ng L. Por outro lado, os custos associados a aquisicdo, manutengéo e
execucdo destes instrumentos podem ser fatores limitantes, especialmente quando estiver
interessado em apenas um ou poucos analitos.

A WC AES tem sido utilizada com sucesso para determinar muitos elementos no nivel
ug L™ em matrizes complexas como solo 2% 1% planta e material bioldgico (agua, lodo de
tratamento de esgoto) 322, bebidas ?°, biodiesel ** e 6leo lubrificante 1. Embora muitos
trabalhos na literatura discutam composicéo de drogas em produtos farmacéuticos, ainda ndo
foi relacionado com a determinacdo de impurezas de oligoelemento em capsulas de

medicamento.

4.2 OBJETIVO

Esta etapa descreve um simples procedimento alternativo baseado na digestdo acida com

simples diluicdo para determinar Cr por WC AES, em diferentes concentracdes em capsulas de
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medicamentos. Conforme demonstrado neste trabalho, os resultados WC AES serdo

comparaveis aos valores obtidos por ICP OES para verificacdo da exatiddo do método proposto.

4.3 MATERIAL E METODO

4.3.1 Reagentes e solucdes

Todas as solucBes foram preparadas com agua destilada-deionizada (18 M Q cm, Milli-
Q®, Millipore, Bedford, MA, EUA). Para a preparagio da curva de calibragdo, empregamos
simples diluicdo da solucdo-padrio de Cr 1000 ug ml™* (SPEX CertPrep, Metuchen, NJ, USA).
Para a digestdo das amostras foram aplicadas solugdes de peroxido de hidrogénio 30% v v!
(Acros, Morris Plains, NJ, Estados Unidos da América) e acido nitrico (Fischer, Pittsburgh, PA,
Estados Unidos da Ameérica). As amostras de capsulas medicinais foram recebidas da China
para analise sem medicamentos em seu interior. Isto facilitou o desenvolvimento do
procedimento de analise, pois ndo foi necessario eliminar qualquer interferéncia de
farmacolodgicas contida.

O filamento de tungsténio é proveniente de uma lampada comercial de microscopio
(Osram Xenophot 64633 HXL, Pullach, Germany), com 15 V e 150 W e aplicacdo de uma
corrente continua, descrito no capitulo anterior. Cerca de 25 pL de amostras sdo inseridos na
cela de atomizacdo (Ace Glass, product no. D131703, Vineland, New Jersey, USA) para as
etapas de secagem, pirdlise e atomizacdo 3. A emissdo gerada é coletada por espectrdmetro
modelo Czerny-turner (MonSpec 18, Scientific Measurement Systems Inc., Grand Junction,
CO, USA) com tempo de integracao de 30 ms, acoplado a um detector CCD (Spec-10, Princeton
Instruments, Roper Scientific, Trenton, NJ, USA) operando em - 40 °C o que permite excelente
resolugdo espectral 1%, Um Prodigy High Dispersion ICP OES (Teledyne Leeman Labs,
Hudson, NH, EUA) foi usado para verificar a exatiddo do procedimento utilizando simples teste
de ANOVA como pardmetro. O método de calibragdo externo foi utilizado em todas as

determinagdes.
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4.3.2 Determinacdo de Cr em capsulas de medicamentos por WC AES

A técnica WC AES permite a digestdo de amostras in situ, que permite maior velocidade
e agilidade na determinacdo de elementos quimicos 1%. A possibilidade de preparar amostras
sem a necessidade de longas etapas, permite menores erros relacionados a preparacdo das
amostras. Neste trabalho, trés tipos de capsulas sdo classificados como A, B e C (Figura4.1), e
foram submetidos a digestdo e a subsequiente medida analitica, figura 4.1. Cerca de 0,4 g da
amostra da capsula de medicamentos vazia foi determinados com precisdo usando uma balanca
eletronica (Mettler AE 100, Hightstown, NJ, USA). As amostra foram entdo misturadas com
1,0 mL HNOs concentrado (Fisher) e 3,0 mL de H202 (Acros) por 5 min usando um misturador
de efeito vortex (Fisher). Finalmente, as solu¢des foram diluidas a 50,0 mL com agua destilada-
deionizada antes da determinacédo de Cr ou pelo WC AES ou ICP OES Figura 4.2.

Figura 4.1 - Capsulas medicinais utilizadas para as quantificagdes de Cr.

Fonte: Elaborado pelo autor

Aliquotas de 25 uL das solugbes analiticas foram introduzidas diretamente para o
atomizador usando uma micropipeta automatica (Eppendorf 10 - 100 uL, Brinkman, Westbury,
NY, EUA). O ciclo de aquecimento foi entdo aplicado para evaporar o solvente, pirolisar a
amostra, excitar e atomizar o analito que serdo descritos nas secgdes seguintes.

Um multimetro digital (RadioShack, Fort Worth, Texas, EUA) foi utilizado para
monitorar o potencial do atomizador para estimar sua temperatura de superficie durante cada
etapa do ciclo de aquecimento® %7, Um conversor analdgico-digital (medigdo vantagem
MiniLab 1008, medicdo de computacdo, Norton, MA, EUA) e um programa lab-writte visual
basic 6.0 (Microsoft, Seattle, WA, Estados Unidos) também foram usados para controlar o
tempo e a corrente constante fornecida pela fonte de alimentagéo de estado sélido (Vicor).
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Um Prodigy High Dispersion ICP OES (Teledyne Leeman Labs, Hudson, NH, EUA) foi
utilizado para verificar a exatid&o do procedimento. Todas as determinagdes de Cr por ICP OES
foram realizadas em vista axial de plasma, ap6s a otimizacdo de poténcia de radio frequéncia,
taxa de fluxo de gas de plasma, pressdo do nebulizador e bomba de introdugdo de amostra.
Utilizou o mesmo procedimento de digestdo para WC AES, porém diluido duas vezes. A linha
de emissdao Cr 267,716 nm e um tempo de integracdo 15 s foram usados em todas as
determinacdes do ICP OES %,

Figura 4.2 - Procedimento adotado para determinacdo de Cr em cépsulas de medicamentos.

04¢g 1 ml de HNO3
3 ml de H202

' Aferido para 10 ml

g.,{; |l , - Diluido 2 vezes para
vl = anélise por ICP OES
Diluido 40 vezes para ' r

analise por WC AES

R

Fonte: Elaborado pelo autor

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Otimizacdo de WC AES para certificacdo de Cr em capulas medicinais

Para a determinacdo dos parametros referentes as etapas de secagem, pirdlise e
atomizacdo para as leituras analiticas em WC AES, foram os mesmos adotados no capitulo

anterior.



76

4.4.2 Otimizacdo de ICP OES para certificacdo de Cr em capulas medicinais

Primeiramente foi desenvolvido um método para determinacdo de Cr em capsulas de
medicamentos comparativo por ICP OES. Para isso, um ICP OES Prodigy High Dispersion
(Teledyne Leeman Labs, EUA) foi utilizado para exatiddo das analises de Cr em cépsulas

medicinais figura 4.3.

Figura 4.3 - Espectrometro de emissdo éptica com plasma acoplado indutivamente - ICP OES, utilizados para a

verificagdo da preciséo analitca de Cr.

Fonte: Elaborado pelo autor, Laboratério da Wake Foresty Universyt, Winston Salem, NC, USA.

Para otimizacdo das condicdes de robustez do plasma (tabela 4.1), utilizou-se uma solucéo
de 10 mL de Mg a 5 mg L™ e avaliou-se o método das razdes de Mg Il (linha idnica) e Mg | (linha
atémica). O termo robustez é proposto para representar a eficiéncia de transferéncia de energia
e resposta do plasma para alteracfes das condicBes de excitacdo, atomizacdo e composicao
quimica da solucéo aspirada para analises em ICPs. A relacdo Mgll/Mgl é um critério préatico
para avaliar o desempenho analitico e robustez do plasma %8,

Para a avaliacdo das condicOes de robustez do plasma e limites de deteccdo em ICP OES,
solugBes analiticas foram utilizadas a partir de padrdo estoque monoelementares 1000 mg L
de Mg e Cr (High Purity Standards, EUA) diluidas em &agua destilada-deionizada Milli-Q
(Millipore, EUA). Todas as solucdes analiticas foram preparadas em meio 1% (v v'!) HNO;
(Fisher Scientific, Canadd). Foram preparadas solugdes de 10 mL com 1 mg L™* de Crem 1 %
HNOs. O branco das analises foi obtido a partir de solucéo de 1 % HNOz em &gua destilada-
deionizada. Essas solucOes foram utilizadas para se determinar os valores de BEC
(concentracdo equivalente ao fundo) e SBR (razéo sinal analitico / sinal de fundo), e com isso

verificar qual é a melhor vazdo de gases necessaria para remover de maneira eficiente os
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interferentes. Depois de realizada as otimizacgdes, foram obtidos os valores de LOD para cada

analito e realizados ensaios de adicdo e recuperagdo nas melhores condi¢des encontradas.

Tabela 4.1 - Condigdes operacionais do ICP OES para determinacéo da robustez e limite de deteccéo do plasma.

Condicgao do Plasma SIN RSD

Parametros 1 2 28 4

Poténcia de RF (W) 1300 1100 24 4
Vazdo da amostra (L min) 0,6 1,0 36 3
Vazdo do gas do plasma (L min?) 18 25 4
Tempo de integracao (s) 15 18 6
Tempo de estabilizacéo (s) 60 16 5
Pressao de nebulizacéo (psi) 30 14 7
Modo de visao Axial 13 8

Fonte: Elaborado pelo autor

Para o calculo do LOD, utilizou-se o conceito de BEC, empregando as seguintes
equagbes 10, 11 e 12 109:

SBR — I rs= Ipranco (eq 10)
Ipbranco
BEC = = 11
= SR (eq. 11)
3x BEC x RSD
LOD = T (eq 12)

onde Cs € a concentracdo da solucao de referéncia multielementar; SBR € a razdo sinal analitico
/ sinal de fundo; Irs e lbranco S80 as intensidades de emissdo da solucao de referéncia e do branco
analitico, respectivamente, e RSD é o desvio padréo relativo para 10 medidas da solucdo do
branco analitico.

Os coeficientes obtidos foram multiplicados por 1.8 para corrigir as intensidades de
resposta, tendo em conta a utilizacdo de uma grade Echelle em um detector de estado sélido
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108,109 ' A\ tabela 4.2 demonstra os resultados obtidos do plasma para esta avaliagdo e as linhas

de emissdo de cada elemento em estudo.

Tabela 4.2 - Avaliacdo da robustez do plasma e da sensibilidade através da variacdo da poténcia de radio

frequéncia e vazdo da amostra.

Configuracéo Intensidade
Vazao da amostra Poténcia de radio Mg | Mg 1l Mg 11/
(L min?) frequéncia (kW) 285,208 nm 280,265 nm Mg |
0,6 1,3 1168560 5156309 8
1 1,1 1075836 3630024 6

Fonte: Elaborado pelo autor

A verificacdo da robustez do plasma é um indicativo das condicdes de excitacdo e
atomizacdo no ICP. Em geral os valores de LTE (excitacdo termodindmica local) sdo maiores
que 8, e pode ser observado que a relacdo Mg (I1) / Mg (1), demonstrou melhor rendimento
utilizando a condicéo 2 para a tocha de ICP OES. Este resultado pode ser descrito, para esta
condicdo, devido a maior temperatura obtida pelo plasma. A temperatura mais elevada é
necessaria para a emissao de linhas ibnicas, isto pode melhor ser compreendido quando
comparamos os sinais de Mg Il (linha idnica) e Mg | (linha atdmica) conforme tabela 4.2.
Conforme a equacdo de Boltzmann, quanto maior for a energia de transicdo, maior sera a
temperatura necessaria para produzir espécies excitadas. Com menor vazao liquida e maior
radio frequéncia aplicada (maior energia para excitacao) obtém-se maior robustez do plasma,
que favorece a maior intensidade de emissao, porque para espectrometria de emissao atdmica,
quanto maior for a temperatura mais elevadas as intensidades de sinal.

O aumento da concentragdo de carbono pode produzir emissdes ndo-especificas e
deteriorar o poder de deteccdo, devido ao aumento da radiacdo de fundo (BEC). Esta
desvantagem pode ser mais pronunciada para a condicdo 2. A tabela 4.3 demonstra a variagdo
dos valores de BEC para as linhas de Cr Il (206,149 nm) and Cr Il (267,716 nm). Para Cr
206,149 nm, que possui menor comprimento de onda em relagdo ao Cr 267,716 nm né&o foi
possivel obtencéo de sinais de emissdo para solucdo de 1 mg L™, mesmo utilizando a condigdo
robusta do plasma. Esta auséncia de sinais pode ser atribuida a necessidades de maior energia
para excitacdo, alto sinal de fundo resultante de emissdo de outros compostos organicos e
interferéncias espectrais. Entretanto, para Cr 267,716 nm, obtém-se maior qualidade de sinais

de emissdo, indicando menores intereferéncias para esta linha de emissdo. Obteve-se menor
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BEC, maior SBR e melhor sensibilidade com 0,02 mg L™ quando utilizou-se a condigao robusta

do plasma em comparacio 0,04 mg L quando utilizou o plasma mais frio.

Tabela 4.3 - Avaliacdo de condicdo de plasma robusto e ndo robusto para leituras de Cr.

Intensidade  Intensidade
RSDb BEC SBR

(Branco) (2 ppm)
Cr206,149 nm?2 845 C 12,4 C C
Cr 206,149 nm® 1280 c 15,3 c c
Cr 267,716 nma 274 260864 78,5 0,001 950
Cr 267,716 nm®° 488 269329 53,9 0,002 551

2 Robusto; ® Ndo Robusto; ¢ ndo obtido sinal analitico

Fonte: Elaborado pelo autor

Este simples procedimento pode demonstrar que a utilizacdo de um plasma robusto
possibilita alcangar melhor emissdo para linhas iénicas. Outro fator positivo é que ele permite
o controle de temperauta, o qual contrla a eliminagcdo da matriz, sendo que a energia de
excitacdo pode ser controlavel usando baixo fluxo de nebulizacdo e maior poténcia de radio

frequéncia obtendo melhor performance de sinais de emissao.

4.4.3 Determinacdo de Cr em capsulas medicinais por WC AES

Uma das principais vantagens do uso de métodos baseados na atomizacao eletrotérmica
é a possibilidade de executar a amostra diretamente sobre o atomizador. Tubos de grafite e
filamentos de tungsténio tém sido usados para decompor a matriz da amostra e melhorar a
precisio e exatiddo nas determinagdes por ICP-MS 1% ICP OES'!! e GF AAS!?2,

A decomposicao de amostra por WC AES também tem sido aplicado com éxito, e nesta
parte do trabalho sera apresentado pela primeira vez a determinacdo de Cr em céapsulas de
medicamentos utilizando WC AES (para determinacéo direta). Conforme descrito nas se¢des
anteriores (Capilulo 3) o solvente é vaporizado, sem variacdo de temperatura (ou seja, 373 K),

conforme condicionamento para a etapa 1. Na segunda etapa, a matriz da amostra € decomposta
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e observa-se um pouco de fumaca devido a pirdlise de matriz organica 2>, Temperaturas de
pirolise superiores ou inferiores a 1300 K resultaram em baixa sensibilidade, provavelmente
devido aos efeitos de matriz ou perda de analito, respectivamente. Na etapa pré-atomizagéo
(etapa 3), 0 atomizador retorna a temperatura ambiente, que contribui para os perfis de emisséo
mais simétricos. Finalmente, uma alta corrente é aplicada a bobina para permitir a atomizacédo
e a excitacdo de Cr (etapa 4). O tempo de preparacdo da amostra foi de 10 min, combinada com
0 tempo de decomposicdo da matriz descrita nesta secdo e as etapas de atomizacao e emissdo
fazem com que todo procedimento tenha um tempo de 12 min para aquisicao de sinal analitico.
A linha de emissao para Cr foi em 425,4 nm utilizada em todas as determinacdes em WC AES.
A faixa linear dindmica foi de 3-100 pg L, com um R? = 0,9992. Isso corresponde a um
procedimento com LOD de 0,4 pg g%, e com um limite de quantificacdo de 1 pg g™*. Assim,
supondo que uma pessoa possa ingerir apenas uma capsula por dia de medicamento com uma
massa média de 0,0889 g, o procedimento descrito permite a quantificacdo em um nivel 28
vezes inferior a recomendagio maxima de ingestdo de Cr pela USP que é de 2,5 ug dia™.

A exatiddo do procedimento foi avaliada comparando os resultados obtidor por WC
AES com valores obtidos por ICP OES para 3 amostras de capsulas de medicamento mostrando
diferentes concentracdes aparentes. Como pode ser visto na tabela 4.4, ndo foi observado
diferenca estatistica significativa entre WC AES e ICP OES comparando os resultados com a
aplicacdo de um teste ANOVA fator Gnico a nivel de confianca de 95% (p > 0,05). Usando os
dados da tabela 4.4, a precisdo do procedimento (% RSD) pode ser calculado como 6,5; 7,4 e
5,2% para as amostras A, B e C, respectivamente. Esses valores podem ser considerados

adequados para um sistem aberto, com opera¢do manual e ndo-isotérmica.

Tabela 4.4 — Concentragdo de Cr (ug g*) em capsulas de medicamentos determinadas por WC AES e ICP OES.
Valores sdo médias de + 1 desvio padrédo (n = 3).

Amostra  WC AES ICP OES p*
A 2,76 £ 0,18 2,51 +0,07 0,08
B 3338+246 36,66+0,60 0,09
C 132,78 £6,86 138,21+0,64 0,24

* p-valor para de ANOVA fator tinico com a = 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados mostram uma contaminacéo significativa de Cr na amostra C. A partir

desses resultados e considerando uma massa média para as capsulas analisadas de 0,0889 g, um
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paciente estaria ingerindo uma concentracdo de Cr aproximadamente 5 vezes maior que o valor
maximo estabelecido pela USP a partir da ingestdo diéria de apenas uma cépsula do tipo C.
Apesar de apresentar uma menor concentracdo, a amostra B também excederia as
recomendacdes da USP, com a ingestao de 2,97 pug de Cr por dia, considerando o mesmo
cenario. Em outra analise, um paciente tomando as capsulas de medicamento da amostra A

precisaria ingerir pelo menos 11 comprimidos por dia para exceder as diretrizes USP.

4.5 CONSIDERACOES FINAIS PARA DETERMINACOES DE Cr EM
CAPSULAS MEDICICINAIS

Para determinacbes de Cr em capsulas de medicamentos, a técnica de WC AES
demonstrou ser uma alternativa simples e eficaz para determinar os niveis de pug L™ de Cr. Suas
principais vantagens sdo o0 baixo consumo de amostra, simplicidade de operagdo do
instrumento, sem geracdo de residuos e requisitos de baixo consumo de energia (ou seja, até
mesmo uma bateria de carro 12 V pode ser usado como fonte de alimentacdo em determinacfes
de WC AES). Combinando a preparacdo das amostras e a decomposicdo da matriz sobre o
filamento descritos neste trabalho, foi possivel determinar niveis de Cr em cépsulas de
medicamento em menos de 12 min. Considerando a portabilidade poténcial WC AES, todo o
procedimento pode ser aplicado no campo, para tempos de resposta mais rapidos em situacdes
de emergéncia. Os resultados deste estudo demonstram a urgéncia para monitoramento de
oligoelementos em produtos farmacéuticos e a importancia dos novos regulamentos da USP.
Neste contexto, WC AES pode ser uma alternativa simples e eficiente para determinagdes

rapidas e precisas.
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5. ANALISE DE OLEO FUSEL PURO POR ESPECTROMETRIA DE
EMISSAO OPTICA COM PLASMA INDUZIDO POR MICRO-ONDAS

5.1 OLEO FUSEL

A producao industrial de agucar e etanol gera uma grande quantidade de residuos. Alguns
dos sub-produtos, tais como torta de filtro e vinhaga, sdo utilizados como fertilizantes,
adicionados diretamente ao solo para novos ciclos de producao de cana de agucar. Este processo
de grande escala também gera pequenas quantidades de compostos de misturas complexas que
podem ser comercializados como matéria-prima para outras industrias (por exemplo, inddstria
de cosméticos), ou misturado com outros produtos para utilizagdo como fertilizante 114, Esta
mistura é conhecida como 6leo de fusel, que € um combinado de compostos de elevada massa
molecular, em particular alcoois superiores (por exemplo, alcool butilico, isoamilico e
isopropilico), que sdo produzidos como uma fracdo minoritaria do processo de fermentacéo e
destilagdo 1*11° O o¢leo flsel pode ser usado como um agente de fixagdo de perfumes,
cosmeéticos e outros produtos, e como solvente para preparar aditivos aromatizantes artificiais
na industria alimenticia %7, Este produto também demonstrou potencial aplicacdo como
herbicida, quando misturado com o glifosato 8.

No Brasil, para a producdo de etanol combustivel hidratado (EHC), industrias realizaram
a diluicdo de 1 L de 6leo fusel em 4000 L de etanol para se obter uma concentracao de etanol
com cerca de 96,3 % v Vi, e assim, usar o EHC como biocombustivel para automoveis. A
Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), por meio da Resolugédo
19, determinou os niveis maximos tolerados de impurezas como Cu em EHC de 0,07 mg kg
119 A determinacgdo da concentracdo de cobre é realizada pelo método de absorgéo atomica,
através do uso da Norma Brasileira 11331 (NBR 11331) *?°. No entanto, para os elementos
potencialmente téxicos, tais como, Cd, Cr, Pb e Ni ou outros elementos, ndo sdo controladas
em EHC e/ou em 0leo de fusel por qualquer outra agéncia de controle.

A maioria dos estudos envolvendo 6leo fusel, focam em separar, purificar e identificar
seus componentes principais, utilizando técnicas cromatograficas 11411121, Considerando suas
aplicacdes recentes como fertilizantes e na inddstria de alimentos e cosméticos, esta mistura
pode representar uma importante fonte de contaminagdo com elementos potencialmente

toxicos. No entanto, nenhum procedimento analitico descrevendo determinacdo de impurezas
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em Oleo fasel pdde ser encontrada na literatura. Um grande desafio para a analise de solucdes
alcodlicas esta associado a efeitos de matriz potenciais que podem comprometer a precisao e
exatiddo para muitas técnicas instrumentais 122123, Recentemente estudos utilizando eletrodo
com nanotubos de carbono para determinar, simultaneamente, Cu e Fe em etanol combustivel
foi bem avaliado 2. Embora simples e eficiente, este processo é limitado a alguns elementos.
A espectrometria de emissdo Optica como plasma indutivamente acoplado - ICP OES e
espectrometria de massa ICP-MS sdo técnicas de deteccdo mais eficientes para andlise de
elementos traco '%. Contudo, a introducdo direta de solventes organicos pode extinguir
facilmente o plasma impedido as quantificacdes *26. Assim, uma etapa de preparacdo de amostra
envolvendo as microemulsdes ou digestdo assistida por micro-ondas é normalmente exigida
antes de qualquer determinacéo por ICPs 127, Qutras alternativas incluem a utilizacio de uma
camara de nebulizacdo arrefecida para reduzir a carga do solvente, e a introducdo de gas de
oxigénio para o plasma queimar a matriz organica 8,

O MIP OES foi usada com sucesso para a analise de elementos traco de solucdes de
amostra com solvente orgéanico. Elemento como, silicio foi determinado em diesel e biodiesel
apos simples diluicdo em etanol, com recuperacdes na faixa de 80 - 103 % e limites de detec¢do
— LOD de 20 pg L™ 46, Neste caso, o ar foi introduzido no No-MIP para minimizar os efeitos da
matriz e evitar a deposicédo de residuos de carbono na tocha. Embora apresentando temperaturas
mais baixas (5000 K) quando comparado com ICP, o N>-MIP é significativamente mais
tolerante ao solvente organico *. As solucdes preparadas em etanol puro, por exemplo, podem
ser diretamente introduzidas em um MIP OES sem comprometer a estabilidade do plasma.
Devido a este aspecto, bem como os seus custos relativamente baixos de operacdo e boa
sensibilidade, o MIP OES foi recentemente utilizado em muitas outras aplicacdes *%°.

5.2 OBJETIVO

Desenvolver um método para determinar impurezas potencialmente toxicas (Cd, Cr, Cu,
Ni e Pb) em 6leo fasel por MIP OES empregando a analise direta de amostras ou a analise de

amostras diluidas em 1-propanol.
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5.3 MATERIAL E METODO

5.3.1 Reagentes e solucdes

Todas as solugdes foram preparadas usando acido nitrico (Fisher, Pittsburgh, PA, USA),
agua distilada-deionizada (18 M Q cm, Milli-Q®, Millipore, Bedford, MA, USA), e 1-propanol
(GJ Chemicals, Newark, NJ, USA). Solugdes estoque de Cd, Cr, Cu, Ni e Pb (1000 mg L?,
SPEX CertPrep, Metuchen, NJ, USA) foram utilizados para preparer as solucdes padrdes de
referéncia utilizadas para calibracGes e testes de adi¢cdo e recuperacdo. O método de calibracéo
externa foi utilizado em todas as determinagdes. SolucGes da curva de calibracéo preparada em
HNO3 1% v v* e 1-propanol foram utilizados para avaliar os efeitos de matriz e solvente. Uma
solugéo contendo 5 mg L™ de cada analito em HNO3 1% v v'* foi utilizada para otimizagdo do
fluxo de nebulizacdo e posicdo de plasma.

Uma amostra de 6leo fusel foi obtida da unidade produtora de etanol na cidade de Pereira
Barreto, SP, Brasil. Trés niveis de diluicdo foram utilizados para avaliar o efeito da matriz de
amostra e precisdo. As determinacdes foram realizadas com amostras ndo diluidas ou com
solugdes que contendo 5 ou 50 % v v'! de 6leo fusel em 1-propanol. O resumo do procedimento
experimental adotado pode ser visualizado na Figura 5.1.

Figura 5.1 - Procedimento adotado para determinagdo Cd, Cr, Cu e Pb em dleo fusel.

Curva de calibraggio em HNO3 oleo fusel  1-propanol

I

Branco 02 } ‘
me/L mg/L. mg/L mg/L mg/L dleo fusel dleo fusel 6leo fusel

— 5%viv  50%viv 100% viv
Solugdo
Padrio
0.5 .

—J Branco 02
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Curva de calibragdo em 1-propanol |

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.3.1 Instrumentagao

Todas as determinacdes foram efetuadas utilizando um instrumento MIP OES (4200 MP-
AES, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) conectado a um tanque de N2 liquido. O
sistema de introducdo da amostra empregado era constituido por um amostrador automatico
SPS 3, uma cémara ciclénica de passo duplo e um nebulizador inerte OneNeb. O fluxo de
nebulizacdo e posicdo de visualizagdo (isto é, zona de observacdo analitica do plasma) foi
otimizado para cada analito usando o software do instrumento (MP Expert). A correcdo de
fundo foi realizada automaticamente usando o recurso de autoconfiguracdo do software MP
Expert. O modulo de controle de gas externo — EGCM foi utilizado para injetar ar no plasma e,
assim, minimizar as emissdes de fundo e evitar a deposi¢do de carbono na tocha e janelas do

sistema pré-optico. Os niveis de fluxo de ar injetado utilizados foram distintos para cada analito.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.4.1 Otimizacao de MIP OES para determinac6es de Cd, Cr, Cu e Pb em 6leo fasel

A nebulizacdo de solventes organicos é mais eficiente devido a sua menor tensao
superficial (com relacdo a solucdes aquosas) fazendo com que uma maior quantidade do
solvente chegue ao plasma. Maiores quantidades de solvente alcangando o plasma requerem
mais energia para 0 processo de vaporizacao. Portanto, ha menos energia disponivel para os
processos de atomizacgdo e excitacao e isso ira impactar significativamente na sensibilidade,
precisdo e faixa linear dindmica 2%, As Figuras 5.2 a 5.6 demostram os efeitos da vazdo do
gas de nebulizacdo e posicéo de visualizacdo do plasma em relagdo ao SBR para os analitos na
presenca de solucdo organica e aquosa.

Elementos como Cu, Cr, Ni e Pb apresentaram maiores valores de SBR em solugdes
de 10% v v de 1-propanol enquanto o Cd teve os valores de SBR reduzidos em solucdes de
10% v vt de 1-propanol quando comparados com solugio de 1% v v'* de HNOs. Com isso, a
analise quimica desses elementos sem prévio tratamento da amostra (para minimizar os efeitos

de matriz) levaria a erros.
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Figura 5.2 — (a) Otimizacéo do fluxo do nebulizador do plasma e (b) posicdo de visualizagdo do plasma para 5
mg L Cd em solugdo contendo 1-propanol e apenas solugio aquosa.
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Figura 5.3 - (a) Otimizacéao do fluxo do nebulizador do plasma e (b) posi¢do de visualizacdo do plasma para 5
mg LT Cr em solugéo contendo 1-propanol e apenas solugéo aquosa.
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Figura 5.4 - (a) Otimizacéo do fluxo do nebulizador do plasma e (b) posigéo de visualizacdo do plasma para 5
mg L* Cu em solugdo contendo 1-propanol e apenas solucdo aquosa.
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Figura 5.5 - (a) Otimizacédo do fluxo do nebulizador do plasma e (b) posicéo de visualizagdo do plasma para 5
mg L Ni em solucéo contendo 1-propanol e apenas solugdo aquosa.
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Figura 5.6 - (a) Otimizacéao do fluxo do nebulizador do plasma e (b) posigéo de visualizagdo do plasma para 5
mg L Pb em solugdo contendo 1-propanol e apenas solugdo aquosa.
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Por outro lado, se o solvente organico é queimado através da introducdo de gas

0xigénio ou ar no atomizador, por meio de uma reacao de combustdo exotérmica, a temperatura

do plasma ira aumentar. Neste caso, ambos os efeitos, isto é, vazdo do gas de nebulizacédo

otimizada e temperaturas mais elevadas, afetard positivamente a sensibilidade 3! A

combinacéo desses efeitos no MIP OES pode ser vista nas Figuras 5.7 e 5.8, que mostra a vazéo

do gas de nebulizacéo e posicao de visualiza¢do do plasma otimizados utilizando 0 EGCM para

solugdes de 10% v v* de 1-propanol. Os resultados obtidos desta otimizagao se aproximam dos

valores otimizados para solugdes aquosas (solugdo de 1% v v de HNOs), demostrando a

eficiéncia da insercdo de ar para queimar compostos organicos presentes na amostra e melhorar

a sensibilidade analitica.
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Figura 5.7 - Otimizac&o da posicdo de visualizacdo do plasma utilizando EGCM

—a— Cd

6000 -
—e—Cr
1—4—Cu
5000 - |—w— Ni

-<Pb

4000

3000

SRBR

2000

1000

Deslocamento do plasma (mm)

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 5.8 - Otimizacé&o do fluxo do nebulizador utilizando EGCM
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Apobs a otimizacdo do fluxo de nebulizacdo e posicdo de visualizacdo do plasma,
avaliamos as melhores condicGes para cada analito. A tabela 5.1 demonstra as condicdes de
trabalho utilizadas para 0 MIP OES neste estudo, nesta otimizagdo, escolhemos EGCM médio
para Cd e tempo de integragdo em 10 segundos para Cd por possuir sensibilidade inferior aos

demais elementos. Esperamos que esta modificacdo possa aumentar o rendimento analitico.
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Tabela 5.1 — Condicdes de operacdo do MIP OES para as determinac@es de impurezas em 6leo fusel.

Tempo de FIUX_O de~ icd0 d EGCI:'(;/I
Analito 2 (nm) integracido  Nebulizacéo Posicao de nivet ce
(<) - vizualizagdo  fluxo de
(L min™?) ar
Cd 228,802 10 0,5 10 Medio
Cr 425,433 3 0,9 -10 Alto
Cu 324,754 3 0,65 10 Alto
Ni 352,454 3 0,8 0 Alto
Pb 405,781 3 0,7 0 Alto
Bomba NGmero de Tempo de
Analito  peristaltica replicatas estabilizacdo Correcéo de fundo
(rpm) (s)
Todos 15 3 20 Auto

Fonte: Elaborado pelo autor

As curvas de calibracdo empregando as condi¢fes otimizadas foram construidas para
demonstrar as variacdes na sensibilidade decorrente do tipo de solvente empregado na analise
(Tabela 5.2). As inclinagfes de curvas de calibracdo para solucgdes preparadas em 1-propanol
foram significativamente maiores do que as obtidas com solugdes de mesma concentragcdo em

meio aquoso preparadas em HNOs; 1 % v v2.

Tabela 5.2 — Efeito do solvente na sensibilidade do MIP OES.

Analito Inclinacéo da curva de calibragdo
1-propanol HNOz 1 % v v-1
Cd 13832 5733
Cr 90246 33059
Cu 158998 58172
Ni 24236 7212
Pb 7180 3001

Fonte: Elaborado pelo autor

Assim, as determinagcdes empregando a calibragdo externa com solugfes aquosas
apresentaram pouca exatiddo ao analisar amostras a base de solventes organicos como pode ser

visto na tabela 5.3.
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Tabela 5.3 — Recuperages apds adicdo de 1,00 mg L de cada analito em HNO3; 1% v v* (n = 3).

Analito Concentracdo obtida (mg L) Recuperacédo (%) RSD (%)

Cd 2,20+0,26 220 12
Cr 1,95+0,01 195 0.4
Cu 2,00+0,05 200 2.0
Ni 2,72+0,01 272 0.5
Pb 3,00 +0,03 300 0.9

Fonte: Elaborado pelo autor

Testes com curvas de calibragcdo correspondente ao solvente resultaram em exatiddes
adequadas. As amostras foram submetidas a teste de adicdo e recuperacdo, diluidas em 1-
propanol, para concentracdes finais de 1,0 mg L™ para cada analito, com diferente diluicdo de
matriz. A tabela 5.4 demostra os resultados para procedimento adotado, com concentragdes de
matriz de amostra de 5, 50 ou 100 % v v,

As trés diluigcbes demonstradas foram utilizadas para avaliar o efeito de matriz de amostra
na exatidao e precisdo. Nesta avaliacdo, todas as solucdes de calibracdo foram preparadas em
1-propanol para minimizar efeitos de solventes. Como pode ser visto (tabela 5.4), recuperac6es
adequadas foram obtidas em todos os casos. Estes resultados podem estar diretamente
relacionados com a introducdo de ar para o plasma usando o EGCM. Além de evitar a deposi¢do
de carbono em ambos, tocha e a janela de interface 6tica, o fluxo de ar também pode ter
contribuido para minimizar os efeitos de matriz por decompor eficientemente qualquer espécie
de potencial interferéncia. Na verdade, observaram-se sinais de fundo mais baixos para todos
os analitos em niveis de EGCM médio ou alto. Testes de adi¢do e recuperagdo para 1,00 mg L
! obtiveram recuperacdes na faixa de 90 - 114 % e precisio representados como % RSD, com
valores entre 0,09 e 2 % para maioria dos elementos. Cadmio apresentou resultados menos
sensivel (122 % recuperacdo) e precisos (16 %) entre os analitos avaliados, o que é
provavelmente devido a interferéncias de fundo mais intensos no seu comprimento de onda de
emissdo atdmica relativamente baixo (228,802 nm). No entanto, recuperac6es adequadas para
Cd foram obtidas para ambas solugdes de 5 % v v de 6leo flsel e amostra de 6leo puro (isto

é, 91 e 109 %, respectivamente).
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Tabela 5.4 - Recuperagdes apos adicdo de 1,00 mg L™ de cada analito em 1-propanol. (n = 3).

Analito Matriz diluida  Concentracédo obtida  Recuperacdo RSD (%0)

(% v vt (mg LY (%)
cd 5 0,91 +0,13 91 14
50 1,22 + 0,20 122 16
100 1,09 + 0,15 109 14
Cr 5 1,100 + 0,001 110 0,09
50 0,980 + 0,01 98 1,0
100 0,920 + 0,001 92 0,1
Cu 5 1,01 +0,01 101 1,0
50 1,14 + 0,02 114 2,0
100 0,97 0,01 97 1,0
Ni 5 1,080 + 0,001 108 0,09
50 1,010 + 0,02 101 2,0
100 0,900 + 0,01 90 1,1
Pb 5 0,93 + 0,01 93 1,0
50 1,07 £0,02 107 2,0
100 1,01 40,01 101 1,0

Fonte: Elaborado pelo autor

Uma nova avaliacdo sem a utilizacdo do EGCM, por testes de recuperacdo foi realizada
apos a otimizagao da taxa de fluxo de nebulizagdo (L min™t) e visualizacéo de posic&o do plasma
em solucdo contendo 5 mg L para cada elemento em solucio de 5 % v v* em 1-propanol s&o

demostrados na tabela 5.5.

Tabela 5.5 — Teste de adicéo e recuperacdo cm (1,00 mg L) otimizados a partir de solulcdo solugédo de 5% v v-

Y em 1-propanol. (n = 3).

Analito Matriz diluida Concentracdo  Recueracdo % % RSD
(9 vvl) obtida (mg L)
Cd 5% 1,02+£0,01 102 0,57
Cr 5% 0,66 + 0,001 66 0,34
Cu 5% 0,90 £ 0,01 90 0,68
Ni 5% -- -- --
Pb 5% 0,14 £ 0,05 14 32,78

Fonte: Elaborado pelo autor

Os dados evidenciam melhores resultados para preparo de curva de calibragdo em 1-
pronanol com utilizacdo de EGCM. Neste caso, comprova que mesmo sendo necessario a

otimizagao das condigdes instrumentais em 1% HNO3 (devido ao softwer da instrumentacéo),
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uma curva de calibracdo compativel com matriz e utilizacdo de EGCM pode-se obter melhor

rendimento analitico.

5.4.1 Determinacdo de elementos potencialmente toxicos por MIP OES

Os limites de detec¢do LOD para o MIP OES foram determinados em solugéo de 1-
propanol e calculados de acordo com as recomendagfes da IUPAC descritos nas secOes
anteriores. Os resultados para Cd, Cr, Cu, Ni e Pb sdo demonstrados na tabela 5.6. E
interessante notar que, apesar de proporcionar uma sensinilidade de 2 a 3 menor (Tabela 5.2),
0 uso de 1-propanol resultou em maiores LOD. Os valores apresentados na tabela 24 sdo 2 - 9
vezes maior do que os valores de LODs calculados em solucdo de 1% HNOs (isto €, 0,005;
0,001; 0,01; 0,003 e 0,007 mg L* for Cd, Cr, Cu, Ni e Pb, respectivamente). Este efeito também
foi observado para outros solventes organicos em ICP OES ®, Pode estar relacionado aos sinais
de fundo maiores, que resultam em determinagdes com maior ruido e, consequentemente, maior
LODs. Outro fator que contribui é o aumento no ruido flicker 132 causado pela introducéo de

taxas de fluxo de ar em relativamente alta para o plasma.

Tabela 5.6 — Concentragdes de Cd, Cr, Cu, Ni e Pb determinados em dleo fusel por MIP OES. Os limites de

deteccgdo e limites de quantificacdo para cada analito foram obtidos em solugéo de 1-propanol. (n = 3).

Analito A (nm) Concentragdo (mg L) LOD (mgL?') LOQ (mgL)
Cd 228,802 <LOD 0,03 0,09
Cr 425,433 <LOD 0,009 0,03
Cu 324,754 0,14 +0,01 0,01 0,04
Ni 352,454 <LOD 0,007 0,02
Pb 405,781 0,05+0,01 0,04 0,13

Fonte: Elaborado pelo autor

A amostra de 0Oleo fusel ndo diluida foi analisada utilizando o método de calibracédo
externa e solucdes padréo de referéncia preparadas em 1-propanol. As concentragdes de Cd, Cr
e Ni foram abaixo de seus respectivos LOD, mas verificou-se um valor relativamente elevado
para Cu (0,14 mg L) estando acima dos valores minimos estabelecidos pela NBR 1133. Para
a concentracdo de Pb, o resultado pode ser considerado semi-quantitativo, uma vez que 0s
valores obtidos estdo entre LOD e LOQ (Tabela 5.6).
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5.5 CONSIDERACOES FINAIS PARA DETERMINACOES DE Cd, Cr, Cu,
Ni E Pb EM OLEO FUSEL

A concentracdo de Cu encontrada esta relacionada com o processo de destilacéo do etanol
133134 Qleo flsel usado como fertilizante, pode ser uma provavel fonte de contaminacio ja que
Cu pode acumular-se no solo. No entanto, sdo necessarios estudos mais especificos,
investigando este efeito potencial de acumulacéo.

O procedimento utilizado para o MIP OES descrito neste trabalho é uma abordagem
simples e eficaz para a analise de elemento traco em dleo fusel. N&o foi necessario preparacao
da amostra, 0 que permite maiores poténcias de quantificacdo, maior rendimento de amostra e
uma alternativa dos principio de quimica verde para os métodos tradicionais a base de solventes
organicos. Uma amostra nao diluida pode ser introduzida diretamente para o plasma sem
quaisquer problemas relacionados como por exemplo, plasma extinguir, deposicdo de carbono
sobre a tocha ou sistema 6tico. O EGCM n&o requer nenhuma fonte de gas inerte e permite
determinacges sensiveis, exatas e precisas. A utilizacdo de N2 liquido como gas em MIP é uma
alternativa econdmica e estavel quando comparados com a utilizacdo de Ar em ICP. O MIP
OES pode também ser executado usando um gerador de N2 e um compressor de ar comum, 0

que reduz ainda mais os custos de funcionamento.
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6. ANALISE DE DILUICAO PADRAO - SDA EM BEBIDAS POR
ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA
INDUZIDO POR MICRO-ONDAS: SDA-MIP OES

6.1CALIBRACAO ANALITICA

A calibragdo é um dos passos mais importantes em qualquer procedimento analitico **°.
Inicialmente, as solucdes de calibracdo devem ser preparadas no mesmo meio em que a amostra
foi preparada para evitar efeitos de matriz, mas isto nem sempre é possivel. Em calibracdo com
padrdo externo - EC supde-se que os efeitos de matriz sdo despreziveis, e as solucGes de
calibracdo sdo preparadas com solvente da amostra. Esta estratégia pode ser utilizada com
sucesso na maioria das aplicacdes, mas € altamente impreciso em determinagfes envolvendo
matrizes complexas.

Quando a causa principal de baixa precisdo esta relacionada com transporte e nebulizacdo
de amostra, a melhor alternativa para EC é o método tradicional de padrdo interno (1S) 6%,
Pela adicdo de uma espécie quimica (IS) nas solucgdes de calibracdo, que se comporta da mesma
forma para o analito e amostras, e em seguida constrdi-se a curva de calibracdo usando a relagédo
de sinal do analito por sinal de IS, com isso, podem-se minimizar significativamente as
interferéncias relacionadas com introducdo de amostra. A principal limitacdo do método IS é a
sua incapacidade para corrigir efeitos de matriz. Outra dificuldade esta relacionada com a
escolha da espécie ideal, o que ndo é uma tarefa facil.

Para determinagdes envolvendo efeitos matriz severo, o método de adi¢Bes padréo (SA)
é a estratégia mais comum para assegurar a precisdo adequada *. Usando uma fragéo fixa de
volume da amostra como solvente, é preparado um conjunto de solucGes de calibragédo e a
concentra¢do do analito na amostra € determinada pela interceptacdo de eixo x de curva de
calibracdo. Apesar de seu desempenho superior para determinagdes de matriz complexa, a SA
é demorada e trabalhosa, pois é necessaria uma curva de calibracdo para cada amostra diferente.
Além disso, a correcdo das flutuacdes de sinal analitico, causadas por fatores externos, como
variagcOes de temperatura de plasma, alteragdes no volume de amostra, ou flutuagbes no
transporte da amostra e nebulizagdo, é ineficiente.

Analise de diluicdo padrdo (SDA) é um estratégia de calibragdo singular que pode

melhorar simultaneamente a exatiddo e a taxa de transferéncia de amostra 1°. Ele combina SA
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com o IS, e assim pode corrigir ambos os efeitos de matriz e flutuagdes devido a fatores externos
do sinal. Diferente das estratégias de calibragdes tradicionais, somente duas solucBes sdo
necessarias para calibracéo: a primeira solugdo contém 50 % da amostra e 50 % de uma solugédo
de padréo de concentracdo conhecida juntamente com um padréo interno (solucédo 1), e a outra
solucdo contém 50 % da amostra e 50 % de solugdo branco da amostra (solucéo 2). Durante a
calibracdo, a solucéo 2 € adicionado ao tubo contendo a solugdo 1 e uma curva de diluicdo é
produzida ao longo do tempo de anélise. Neste caso, a quantidade de amostra nunca muda
(ambas as solucdes 1 e 2 contém em cada 50% da amostra), somente analitos e padrao interno
(apenas presente na solucdo 1) sdo diluidos. Isto permite a melhor exatiddo devido a um efeito
de matriz correspondente para solucdo de padrdo interno e solugdo padrdo. A curva de
calibracdo é elaborada plotando a razdo do sinal do analito por IS no eixo y versus a
concentracao reciproca do IS no eixo X (Sa/Sis vs. 1/Cis). As equacdes 13 a 16, demostram o

tratamento matematico usado para calcular a concentracdo do analito na amostra.

Sa _ maCa _ ma(Cl+Cy) (6. 13)
Sis mysCrs mys Cis '

O sinal analitico (Sa) decorrentes da amostra () e a padrao (s), enquanto o sinal IS (Sis)
vem somente do padrdo interno. Estes sinais sdo relacionados com as respectivas concentracoes,
as sensibilidades da curva de calibragéo (m): Sa = maCa e Sis = m;sCis. Tomando a proporcao
de sinal analito para IS, Sa/Sis.

Se considerarmos Sa/Sis como a variavel dependente (eixo y) e 1/Cis como a variavel
independente (eixo X), a inclinacdo e o coeficiente linear desta curva de calibracdo sera dada

por:

. ) . my C%
inclinacio = —2-4 (eq. 14)
mjs
. mgy Cfl
coef.linear = —=- (eq. 15)

S
mys Crs
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Rearranjando a inclinagdo e o coeficiente linear, a concentracdo do analito na amostra
(Ca?) pode ser determinada a partir da multiplicacdo entre as razes dos parametros da curva e

as concentracgdes de analito e padrdo interno, como demonstrado:

inclinacio C3
CX = — 3 4 (eg. 16)
coeficiente linear Cjg

A utilizacdo desta nova estratégia de calibracdo proporciona determinados beneficios
como a possibilidade da corregéo de efeitos de matriz, implicagfes de transporte e flutuacdes,
a concentracdo do analito na amostra é obtida de modo preciso utilizando os parametros da
curva de calibracdo, o coeficiente linear é obtido com as concentra¢fes de padrdo interno
fazendo com que os sinais analiticos faceis de medir e com menor desvio, 0 preparo das
solucdes é facilitado pois sdo originarios de uma mesma solucdo estoque contendo os padrdes
analitico e interno. Neste estudo avaliou-se a aplicacdo do SDA em diferentes amostras de

bebidas por estarem, em termos analiticos, sobre efeitos de diferentes matrizes.

6.2 OBJETIVO

Visando uma alternativa rapida e precisa para calibrac6es analiticas mesmo em condicgdes
de severos efeitos de matriz, avaliou-se um novo método de calibracéo para uma instrumentagéo

Optica sequencial, porém ndo simultdnea como a maioria das demais instrumentagdes Opticas.

6.3 MATERIAL E METODO

6.3.1 Reagentes e solucGes

Todas as solucgdes foram preparadas usando agua destilada-deionizada (18 M Q cm, Milli-
Q®, Millipore, Bedford, MA, USA) e &cido nitrico (Fisher, Pittsburgh, PA, USA). Solucdes
padrdes monoelementar contendo 1000 mg L™ de Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Y e Zn (SPEX

CertPrep, Metuchen, NJ, USA) foram usadas para preparar solugdes de referéncia padrdo e
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realizar testes de adicdo e recuperacdo. A Figura 6.1 ilustra os procedimentos para
determinages de Al, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn em bebidas por SDA.

Figura 6.1 - Procedimento adotado para as determinagdes de Al, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn em bebidas por SDA

Solugdo Solugdo de
Padrio T2 1NO3 1% viv

i i U oy

Solugdo 1 Solugdo 2

50% amostr 50% amostra
50% Padrao 50% HN03 1 viv

Fonte: Elaborado pelo autor

As amostras de café, cha, energético, cerveja (4,4 % v vt etanol), whisky (40 % v v!
etanol) e cachaca (40 % v v! etanol) foram filtradas com filtro de papel de didmetro de poros
0,45 pum e diluidos 4 vezes com HNO3 1 % v v'*. Amostras de café e cha foram preparadas em
laborat6rio com &gua da torneira comum antes da filtracdo e diluigdo, Figuras 6.2 e 6.3.

Figura 6.2 - Filtragem das amostras de café, cha, energético, cerveja (4.4 % v v* etanol), whisky (40 % v vt

etanol) e cachaca (40 % v v! etanol).

=,

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 6.3 - Amostras de café, ch, energético, cerveja (4,4 % v v'! etanol), whisky (40 % v v* etanol) e cachaca

(40 % v v* etanol), ap6s a diluigdo 1:1 v v em solugdo de HNOs,

Fonte: Elaborado pelo autor

As solucdes para determinag6es via SDA foram preparadas a partir de 2,5 mL de amostra
+ 2,5 mL solugdo padrdo de Al, Cr, Cu, Mne Y a2 mg L (grupo 1); Co, Fe, Ni, Zna5mg L’
le Y a2mgL*(grupo 2), em seguida foram adicionadas a tubos de ensaios do 4200 MIP OES
(Solucdo 1) Figura 6.4. A Solucéo 2 foi preparada pela mistura de 2,5 mL de amostra + 2,5 mL
de HNOs 1 % v v'* em outro tubo. Durante a analise, Solugdo 2 foi inserida no mesmo tubo
contendo uma solugéo para produzir a curva de calibracdo SDA. Testes de adigéo e recuperagédo
foram realizados em todas as determinacdes. As estratégias de calibracGes tradicionais de EC,
IS e SA foram aplicados para as mesmas amostras e testes, em seguida comparando 0s

resultados de com o SDA.

Figura 6.4 - SDA foram preparadas a partir de 2,5 mL de amostra + 2,5 mL solucgéo padrao (Al, Cr, Cu, Mne Y
2 mg L* (grupo 1); Co, Fe, Ni, Zn5mg Le Y, 2 mg L (grupo 2)) adicionados a tubos de ensaios do 4200 MIP
OES

’ * Q i‘m“ 4, hfm ,l * ’

Fonte: Elaborado pelo autor
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6.3.2 Instrumentacao

Todas as determinacdes foram realizadas usando um Agilent 4200 MIP OES. Né&o foi
requerido tratamento da amostra, apenas diluicdo em solucdo de agua deionizada destilada a
1% de HNOgz. Para comparagéo, todas as amostras foram analisadas pelos métodos tradicionais
de EC, IS e SA usando o0 modo de aquisi¢do normal do instrumento. Neste caso, solugéo
multielementar em meio aquoso ou etanol foram usadas para determinar as melhores condi¢oes
para cada analito e do padréo interno (itrio). Procedimentos de condicionamento para fluxo de
nebulizagdo (L min™) e posicio de visualizagdo (mm) foram realizadas conforme descrito em

procedimentos anteriores para o0 MIP OES.

6.3.3 Medidas instrumentais empregando SDA

Neste estudo, combinou-se a SDA com a estabilidade do plasma do Agilent 4200 MP
AES para a determinacdo direta de oito elementos em amostras de bebidas. O plama de N2
(14.534 eV) tem alta tolerancia para cargas de solventes, e neste caso, favoreceu para que nao
houvesse a necessidade nenhuma de preparacdo de amostra, a ndo ser uma simples diluicdo
com HNO3 1 % v v! para amostras contendo até 40 % v/v etanol. Além disso, a eficiéncia da
correcdo de matriz pelo método SDA, permitiu alta exatiddo, precisao e rendimento da amostra,

mesmo a temperaturas relativamente baixas no plasma induzida por microondas (5000 K).

6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.4.1 Otimizacdo de MIP OES para determinagdes de Al, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Ni e
Zn em bebidas por EC, IC, AS e SDA

O 4200 MP-AES ¢ controlada pelo software MP Exper. Em aplica¢cbes comuns, um
recurso de otimizacdo neste software é usado para definir as melhores condi¢6es de vazdo de
nebulizacéo e posicao de visualizacdo do plasma para cada analito. Os parametros pré-avaliados
foram velocidade de bomba peristéltica, posicdo de visualizacdo do plasma e fluxo de
nebulizacdo. Para 0 SDA é muito importante que os sinais de cada analito seja sincronizado 0s

sinais do padrao interno.
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Neste estudo, utilizou-se itrio como padr&o interno por estar bem descrito na literatura 4°.

Para as determinagOes por SDA foram realizadas utilizando esse recurso de otimizagéo, que
permite a aquisi¢do de sinal continuo em tempo real para diversos analitos (um dos principais
requisitos para aplicacdo do SDA). Os sinais analiticos sequencialmente gravados, entdo foram
exportados para processamento de dados e avaliadas as melhores condi¢cdes de obtencdo de
dados, Figuras 6.5 a 6.7. Conforme demonstrado, menor velocidade de bomba peristéltica,
interfere diretamente no sincronismo dos sinais de emissdo, como por exemplo, obtem-se Cr e
Y demonstrados na Figura 6.5 e 6.6, e para menor velocidade de bomba peristaltica obtem-se

melhor sincronismo nos sinais de emissao demonstrado na Figura 6.7.

Figura 6.5 - Otimizag&o para obtencdo de sinal para Y e Cr com velocidade de bomba peristaltica de 25 rpm,
posicdo de visualizagdo do plasma de 0 mm, e fluxo de nebulizagdo 0,75 ml L.
220000

—=—[]Y
—e—[]Cr

200000

180000 - .q"m‘“‘%\,

160000

140000

120000

Intensidade

100000

80000

60000

0 1 2
Tempo (min)

w -
EN
o

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 6.6 - Otimizac&o para obteng¢do de sinal para Y e Cr com velocidade de bomba peristaltica de 15 rpm,
posicdo de visualizagdo do plasma de 0 mm, e fluxo de nebulizagdo 0,75 ml L.
220000

—a—[]Y
200000 —e—[]Cr

180000 -

160000 -

140000 -

120000

Intensidade

100000 -

80000

60000 -

Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor
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O mesmo valor de fluxo de nebulizacdo e posicédo de visualizacdo do plasma foi usado
para todos os elementos em todas as determinagBes de SDA: 0,75 mL mint e 0 mm,
respectivamente. Estes valores foram escolhidos para este estudo por serem valores médios das

otimizac@es de cada analito escolhido e a melhor condicéo para o padréo interno utilizado.

Figura 6.7 - Otimizagdo para obtencdo de sinal para Y e Cr com velocidade de bomba peristaltica de 7 rpm,

posicdo de visualizagdo do plasma de 0 mm, e fluxo de nebulizagdo 0,75 ml L.

70000 o 0o00000

—e—[]Cr

60000 -

50000

40000

Intensidade

30000 -

20000 ~

Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor

As tabelas 6.1 e 6.2 mostram as condic¢des instrumentais e configuracfes usadas para
determinacg6es de Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn em amostras de bebidas por IC, EC, AS e
SDA.. Conforme utilizamos amostras com teores alcodlicos e conforme efeitos demonstrados

nas se¢des anteriores, foram utilizados otimizagéo em solucdes de 20% v v de cachaca.

Tabela 6.1 — Condicdes de operacao para o Agilent 4200 MP-AES para analises de bebidas

Parametros instrumentais Condic&o de operacgao

Tempo de integracéo (s) 3a, 1b
Bomba peristautica (rpm) 15a, 7b
Numero de replicatas 3a, 1b
Tempo de integracao (s) 15a, Ob

Background correction Auto

aUtilizados para determinagGes por EC, IS e AS. P Utilizados para determinaces por SDA

Fonte: Elaborado pelo autor



104

Tabela 6.2 — Fluxo de nebulizacdo posi¢do de vizualizacdo do plasma usados para determinacdes em EC, IS e SA.

Elemento 5 (nm) Fluxo de nebulizacéo Posicdo de vizualizagdo
(L min?) (mm)
Aquoso Etanolico Aquoso Etandlico
Al 396,152 1 1 -10 0
Co 340,512 0,8 0,85 -10 -10
Cr 425,433 1 1 -10 -10
Cu 324,754 0,8 0,8 -10 0
Fe 371,993 0,9 0,3 -10 -50
Mn 403,076 0,95 1 -20 0
Ni 341,476 0,8 0,85 0 0
Y 371,029 0,75 0,75 0 0
Zn 213,857 0,5 0,55 10 10

Fonte: Elaborado pelo autor

6.4.2 Determinacédo de Al, Cr, Co, Fe, Mn e Zn em bebidas empregando EC, IC, AS
e SDA por MIP OES

O SDA se inicia, a partir de adicdo da solucdo 1 que é introduzida primeiramente no
plasma, consequentemente os sinais analiticos atingem uma intensidade méxima. Apds a
estabilizacdo de 2 minutos, adiciona-se a solugdo 2, e consequente produz uma diluicdo inicial
uma inclinacdo de sinal negativo, que € usada para calibracdo de SDA Figura 6.8.

Ap0s a obtencdo dos sinais, elaborou-se as curvas de calibragdo. Os valores no eixo x da
Figura 6.9 foram calculados a partir do sinal correspondente a concentragdo conhecida na
solugéo 1. Os coeficientes de relagéo linear variam entre 0,9996 e 0,9999, isso demonstra que
0 padrdo interno Y, corresponde simultaneamente com a variagdo de sinal de cada analito na
amostra. Esta boa relacdo [Sa/Sis] permite que o SDA corrija as possiveis interferéncias

relacionadas a introducdo de amostra ou matriciais.
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Figura 6.8 - Perfis de sinais para SDA correspondente a diluicdo da solucdo 1 com a solucéo 2.
55000

] —m—2Zn
50000 + —e— Co

] .
45000 NI

] —v—Y
40000 —<—Fe
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30000

25000
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20000
15000 +
10000 +

5000 +
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 6.9 - Curvas de calibragéo obtidas por SDA, para Zn em whisky, Cr em café e Co em cerveja.

1.6

Sci/Sy = 0.6478 * 1/Cy + 0.6467
14 R* = 0.9996

Sco/Sy = 0.5259 * 1/Cy + 0.4365
R?=0.9999

oCr
&Zn r
ACo

0 02 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14
1/Cs

Fonte: Adaptado de Goncalves, et. al. 2016 4,

No SDA, sinais analiticos devem ser coletados simultaneamente e em tempo real porque
0 MIP OES registra sinais seqgiiencialmente, e por este motivo, ocorre um pequeno atraso entre
as medicdes em cada comprimento de onda. Considerando-se o periodo de tempo de diluigdo
padrdo, este pequeno atraso resulta em apenas alguns pontos de calibragdo, o que pode
comprometer a precisao e exatidao. Para superar este problema, utilizou-se 0 menor tempo de
integracdo possivel (isto € 1 s) e monitorou 5 elementos de cada vez (4 analitos e o padréo
intenro Y). Para menores tempos de integracdo, os analitos ndo foram determinados em suas
taxas de vazdo de nebulizagéo ideais e posicOes de visualizagdo de plasma. A alteracdo dessas
condicBes de comprimento de onda para outro comprimento de onda durante a analise, como
acontece no modo de aquisi¢do normal, causou delay entre as medidas conforme descrito na

secdo de otimimizacdo. Assim, as limita¢fes instrumentais associadas a tempos de integracédo
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mais baixos e as condi¢des experimentais podem explicar valores inferiores aos dos limites de
detec¢cdo mais baixos para 0 SDA quando comparada com os outros métodos conforme tabela
6.3. Embora relativamente mais elevado, os valores obtidos podem ser considerados adequados
para a maioria das aplicacdes, especialmente considerando que ndo foi praticamente necessaria
nenhuma preparacao da amostra, a ndo ser uma simples diluicdo.

Os limites de deteccéo - LOD e quantificacdo — LOQ, foram determinados para SDA com
tempo de integragdo de 1 segundo e comparados com os métodos tradicionais de calibracéo:
EC, IS e AS com tempo de integracdo de 3 segundos. Os LODs foram calculados de acordo
com a recomendacdo da IUPAC conforme secBes anteriores. A tabela 6.3 demonstra as

comparacGes de LOD e LOQ para cada método de calibragéo.

Tabela 6.3 — Limites instrumentais de quantificacio e deteccdo em pg L para o MIP OES pelos métodos de
calibracdo SDA, EC, IS e SA.

Elemento SDA& EC, IS, SAP

LOD LOQ LOD LOQ
Al 20 50 6 20
Co 100 300 20 60
Cr 40 100 10 40
Cu 10 40 6 20
Fe 30 100 20 70
Mn 30 100 40 100
Ni 40 100 7 20
Zn 500 2000 400 1000

3 b CondicBes de operagao para analises de bebidas demosntrados na tabela 6.1.

Fonte: Elaborado pelo autor

A precisdo para 0 SDA-MIP OES foi determinada por testes de adi¢do e recuperacao,
descrito nas tabelas 6.4 a 6.9. Para comparacdo as mesmas amostras foram, analisadas
empregando EC, IS e SA. As concentracdes adicionadas foram de 1,0 mg L™ para Al, Cr, Cu,
Fe e Mn, e 3,0 mg L. Como pode ser observado, 0 SDA é comparavel com os outros métodos,
na maioria dos casos. No entanto, € significativamente mais preciso para aplicagdes que
envolvem matrizes complexas, em especial para aquelas que contém etanol. Os efeitos de
correcdo do SDA combinados com transporte de amostras e matriz da amostra podem ser

responsaveis por tal desempenho superior.
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Tabela 6.4 — Recuperacdes a partir da adicdo de 1,0 mg L para Al, Cr, Cu, Fe e Mn, e 3,0 mg L™ para Co, Ni e

Zn em Café determinados por SDA, EC, IS e SA.

Método Al Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn Média

SDA 102,2 986 985 96,8 1006 82,8 1016 1014 97,8

EC 933 945 899 982 959 937 963 100,1 95,2

IS 101,38 1071 106,99 97,3 1015 1110 1152 784 102,3

SA 888 1015 876 960 943 110,7 1063 1150 100,0

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 6.5 - Recuperag@es a partir da adigdo de 1,0 mg L para Al, Cr, Cu, Fe e Mn, e 3,0 mg L"* para Co, Ni e

Zn em ché determinados por SDA, EC, IS e SA.

Método Al Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn Média

SDA 90,2 90,1 923 1050 96,3 102,7 1020 1010 974

EC 1099 956 1024 107,7 975 1035 954 1006 1016

IS 1353 104,5 112,3 1353 106,7 113,8 105,7 1147 116,0

SA 100,5 126,3 1041 1190 130,1 101,4 1059 1212 1135

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 6.6 - Recuperag@es a partir da adigdo de 1,0 mg L™ para Al, Cr, Cu, Fe e Mn, e 3,0 mg L"* para Co, Ni e

Zn em energético determinados por SDA, EC, IS e SA.

Método Al Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn Média

SDA 100,1 91,7 946 1005 0915 1008 102,2 106,3 98,5

EC 98,9 943 995 108,7 96,3 984 943 1013 99,0

IS 140,4 1185 1253 1404 1213 1240 1186 1258 126,8

SA 111,6 137,4 1051 113,0 1428 108,5 114,1 120,0 119,0

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 6.7 - Recuperagdes a partir da adigcdo de 1,0 mg L para Al, Cr, Cu, Fe e Mn, e 3,0 mg L para Co, Ni e

Zn em cerveja determinados por SDA, EC, IS e SA.

Método Al Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn Média

SDA 1053 954 959 892 916 976 934 1065 96,9

EC 114,8 123,7 104,1 1155 269,7 113,3 103,7 1153 1325

IS 126,8 126,8 106,9 118,3 289,7 116,2 106,2 118,8 138,7

SA 122,4 1186 117,8 128,3 1226,4 122,0 121,3 1215 259,8

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 6.8 - Recuperagdes a partir da adigcdo de 1,0 mg L para Al, Cr, Cu, Fe e Mn, e 3,0 mg L* para Co, Ni e
Zn em whisky determinados por SDA, EC, IS e SA.

Método Al Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn  Meédia
SDA 9,3 908 791 852 806 914 90,1 979 888
EC 121,8 113,8 1255 125,00 1646,9 1242 108,1 1351 3125
IS 988 923 101,8 98,8 1303,7 100,7 91,8 109,0 249,6
SA  101,1 1150 102,9 104,22 2 93,4 106,3 1188 105,9°

2 Severo efeito de matriz resultou em um valor negativo.; ® Nao considerando Fe. Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 6.9 - Recuperacdes a partir da adicdo de 1,0 mg L para Al, Cr, Cu, Fe e Mn, e 3,0 mg L* para Co, Ni e
Zn em cachaga determinados por SDA, EC, IS e SA.

Método Al Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn  Meédia
SDA 92,0 1042 719 87,7 1129 925 90,0 102,6 94,2
EC 121,0 1109 123,1 126,5 5395 1423 1120 1271 1753
IS 95,3 825 98,2 825 -2 110,9 88,8 1044 94,6°
SA 108,5 128,0 1124 1257 2363,1 104,7 112,7 91,8 393,3

2 Severo efeito de matriz resultou em um valor negativo. ®N&o considerando Fe. Fonte: Elaborado pelo autor

Quando observou-se os efeitos de matriz, obtemos variacdo de 95,2 — 312,1 %, 94.6 —
249,6% e 100 — 393,3% para os métodos de EC, IS e SA, respectivamente, enquanto o SDA se
mantém em uma faixa de recuperacao de 88,8 — 98,5%. Os efeitos de matiz podem ser melhor
notados comparando as recupera¢fes com o desvio padrdo para cada método de calibracdo

conforme Figuras 6.10 a 6.13.

Figura 6.10 - Efeitos de matriz para método de calibracdo por adi¢do de padrao.
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Severo efeito de matriz resultou em um valor negativo para Fe em whisky.

Né&o considerou Fe para esta avaliacdo. Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 6.11 - Efeitos de matriz para método de calibracéo por adicdo de padréo interno.
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Severo efeito de matriz resultou em um valor negativo para Fe em cachaga.

N&o considerou Fe para esta avaliacdo. Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 6.12 - Efeitos de matriz para método de calibracéo por calibracédo externo
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 6.13 - Efeitos de matriz para método de calibracéo por diluicdo de solugao padrao.
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Para as amostras de café, cha e energético ambos métodos de calibracao apresentam bons
rendimentos analiticos, porém para amostras de cerveja, whisky e cachaca os métodos de AS,
IC e EC apresentam desvio padrdo elevado principalmente para concentragOes de Fe por serem
interferéncias matriciais relacionadas a absor¢do de fundo elevado em solucdes com
concentracdes de etanol descritos nos capitulos anteriores. Os efeitos de correcdo combinados
com transporte de amostras e matriz da amostra podem ser responsaveis por tal desempenho
superior para 0 SDA.

Para a quantificacdo das amostras foram realizadas dilui¢cdo, como as utilizadas para 0s
testes de adicdo e recuperacdo utilizadas para SDA. Na maioria dos casos, as concentracdes de
analito estavam abaixo do LOQs. O cobalto, por exemplo, foi o Gnico elemento encontrado em
whisky e cachaca: 4,33 + 0,05 e 3,41 + 0,03 mg L™, respectivamente. Outros elementos como
Cr, Ni e Zn obtiveram valores abaixo do LOQ. Concentracdes de Al variaram entre 0,24 + 0,01
mg L™ para cachaga e 7,60 + 0,06 mg L para cha. Concentracdes de Cu, Fe e Mn variaram na
vaixa de 0,30 — 1,84; 1,40 — 13,48; ¢ 0,67 — 2,89 mg L%, em todas as amostras.

6.5 CONSIDERACOES FINAIS PARA DETERMINACOES DE Al, Cr, Co,
Cu, Fe, Mn, Ni E Zn EM BEBIDAS POR SDA

Devido a natureza de aquisicdo de sinal sequencial do MIP OES, sdo obtidos menos
pontos de calibracdo para SDA. Por outro lado, a precisdo do método é superior a métodos de
calibracBes tradicionais para amostras contendo etanol. O método SDA apresentou
recuperacdes médias para varios elementos entre 90 e 99%. Para 0 método convencional, por
exemplo, as recuperagdes medias foram obtidas entre 101 e 122% para as mesmas amostras e
os analitos.

O método SDA combinou poderosos efeitos de compatibilidade de matriz com a
estabilidade do plasma e a robustez do MIP OES, isto possibilitou efetuar analises precisas e
exatas em bebidas com apenas uma simples diluicdo de amostra. Esta estratégia é rapida,

simples e pode ser facilmente automatizada para aplicagcdes de rotina em amostras diversas.
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CONCLUSAO

Neste trabalho foi demonstrado o desenvolvimento de diferentes métodos analiticos
empregando a espectrometria de emissdo Optica para avaliacdo de possiveis niveis de
contaminates elementares em amostras diversas. Com relacdo aos procedimentos empregados,
ndo utilizou agentes quimicos para aumentar a sensibilidades de leituras analiticas em WC AES
e MIP OES, aplicando o conceito de quimica verde em ambos 0s casos.

Né&o existe equipamento comercial de WC AES, por este motivo o alinhamento do sistema
optico requer habilidade do analista. O emprego de filamentos com menores tempo de
integracdo de sinal apresentou excelente exatiddo analitica e aumento de sensibilidade e
melhoria da precisdo sem o uso dos tradicionais modificadores quimicos.

A combinacdo de um novo método de calibracdo com o MIP OES (SDA-MIP OES)
utilizando apenas duas solucdes de calibracdo demonstrou ser um procedimento simples,
eficiente e pode ser facilmente automatizado para aplicacdes em leituras de rotina. Além disso
0 MIP OES demonstrou robustez e exatiddo para determinacdo de elementos potencialmente

toxicos diretamente em matriz de alta complexidade.
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