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RESUMO

AVALIAGAO DA CALIBRAGAO EM LA-ICP-MS USANDO HIDROXIAPATITA
PARA ANALISE DE POLIVITAMINICOS

AUTORA: Flavia Brito Hanzel
ORIENTADOR: Dr. Valderi Luiz Dressler

Neste trabalho foi investigado um procedimento de calibragdo com hidroxiapatita para a
determinacdo de Mn, Sr, Cd, Ba, Li, Al, Cr, Co, Ni, Cu, Zn, Mg, Fe, Fe e Ca em
polivitaminicos por ablacdo com laser combinada a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-MS). Célcio foi utilizado como elemento para
normalizagao (padréo interno, I1S). A hidroxiapatita foi utilizada como material para ajuste
de matriz na calibracdo, sendo que a mesma foi enriquecida com solucdes de referéncia
a fim de obter uma curva de calibragcdo. A hidroxiapatita foi escolhida devido a
semelhanga com a composicdo das amostras e a distribuicdo homogénea de Ca, usado
como 1S. Tais condicbes, associadas a outras propriedades dos elementos
determinados, possibilitaram a utilizacdo do isétopo de “Ca como elemento de
referéncia para a normalizagédo durante as analises por LA-ICP-MS. As vantagens do
uso do método sdo a utilizacéo de solugdes de referéncia transferidas diretamente sobre
o material, minima manipulagdo das amostras e uso de poucos reagentes,
consequentemente pouca geracgdo de residuos. Dessa maneira, foram avaliados efeitos
da normalizacéo do sinal de cada analito em funcéo do **Ca, a vazédo de géas carregador,
energia e didmetro do feixe de laser e homogeneidade das amostras. O procedimento
possibilitou a analise multielementar direta em amostras de polivitaminicos, além da

determinacgédo da influéncia da homogeneidade nos resultados finais.

Palavras-chave: Polivitaminicos, hidroxiapatita, LA-ICP-MS.



ABSTRACT

EVALUATION OF CALIBRATION IN LA-ICP-MS USING HYDROXYAPATITE
FOR ANALYSIS OF MULTIVITAMINS

AUTHOR: Flavia Brito Hanzel
ADVISOR: Dr. Valderi Luiz Dressler

In this work, a calibration procedure was investigated to determine Mn, Sr, Cd, Ba, Li,
Al, Cr, Co, Ni, Cu, Zn, Mg, Fe, Fe, and Ca in multivitamins by laser ablation combined
mass spectrometry with inductively coupled plasma (LA-ICP-MS). Hydroxyapatite was
used for matrix matching and Ca as internal standard (IS). Hydroxyapatite was chosen
for calibration as a support material for reference solutions due to the similarity with the
composition with the samples. Calcium was used due to its homogeneous distribution in
hydroxyapatite. These conditions, associated with other properties of the determined
elements, enabled the use of the “3Ca isotope as IS for the determination of several
elements by LA-ICP-MS. The main advantages of using the method are related to the
use of references solution spiked to the material, minimal handling of the samples and
low use of reagents, minimizing the production of chemical residues. In this way, the
effects of normalizing the signal of each analyte to “*Ca, the flow of carrier gas, energy
and diameter of the laser beam, and Ca homogeneity in hydroxyapatite enables the
application of LA-ICP-MS for elements quantification in multivitamins. The procedure
allowed the direct multi-element determination in multivitamins. In addition it is possible

to evaluate the distribution (homogeneity) of the elements in the multivitamins.

Keywords: Multivitamins, hydroxyapatite, LA-ICP-MS.
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1 INTRODUCAO

Os polivitaminicos sdo suplementos alimentares constituidos por diversas
vitaminas e minerais essenciais e que tem como objetivo suprir caréncias que
podem estar relacionadas a alimentacdo ou deficiéncia na fixagcdo ou sintese
dessas espécies (FENNEMA, 2010).

As vitaminas sao compostos organicos indispensaveis para o
funcionamento do corpo, sendo que a maioria existe como grupos de compostos
relacionados estruturalmente, os quais apresentam func¢des nutricionais
(FENNEMA, 2010).

Os minerais estdo presentes nos alimentos em muitas formas quimicas
diferentes. Essas formas costumam ser chamadas de espécies, podendo ser
denominadas como compostos complexos e ions livres. Como ndo ha uma
definicdo para mineral que é aceita de maneira universal, quando aplicada a
alimentagao esse termo costuma se referir a elementos presentes nos alimentos
que nao sejam C, H, N e O (FENNEMA, 2010).

Como nossa alimentacdo é baseada em vegetais e carnes podemos
esperar encontrar todos 0s minerais essenciais e vitaminas necessarias para
Nosso corpo atraves da alimentacdo (FENNEMA, 2010). Porém, ha casos onde
€ necessario 0 uso de suplementos vitaminicos, seja pela dificuldade de
disponibilidade de alimentos, caréncia causada por alguma doenca e até mesmo
para auxiliar em processos como, por exemplo, no periodo gestacional, onde a
quantidade de vitaminas e minerais necessérias para o desenvolvimento € maior
(FENNEMA, 2010).

Independente do motivo, suplementos polivitaminicos ganham cada dia
mais lugar nas prateleiras das farmacias. Diante disso, é objetivo do presente
trabalho desenvolver uma metodologia simples para a analise guantitativa
desses polivitaminicos, podendo facilitar o controle de qualidade. A técnica de
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado combinada a

ablacédo a laser (LA-ICP-MS), permite uma analise sem a necessidade de
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morosos preparos de amostra e pouca manipulacdo das amostras (NUNES,
2015).

Ao passo que o corpo pode bioacumular tanto metais pesados que podem
estar na forma de contaminantes, quanto elementos essenciais, se consumidos
em quantidades superiores que as necessarias podem levar a efeitos adversos
(FENNEMA, 2010). Portanto, foram escolhidas quatro amostras de
polivitaminicos disponiveis em farmacias locais para avaliar a sua composi¢cao
elementar. Dessa forma, foram realizados estudos avaliando as melhores
condicoes do sistema LA-ICP-MS, preparo de amostra necesséario, bem como o
desenvolvimento de uma curva de calibracdo para a quantificacdo dos
elementos nas amostras com normalizacdo utilizando o 43Ca. Também, foi
avaliada a influéncia da homogeneidade dos elementos na amostra na
quantificacdo. A técnica LA-ICP-MS foi escolhida por apresentar alta
sensibilidade e limites de detecc¢édo (LOD) na faixa de ng g* a ug g.

11



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 POLIVITAMINICOS

Polivitaminicos sdo suplementos alimentares, constituidos de diversas
vitaminas e minerais. O principal objetivo do uso de suplementos vitaminicos na
dieta é evitar a caréncia desses nutrientes, que por vezes ndo sdo obtidos em

guantidades suficientes através da alimentacdo (FENNEMA, 2010).

Os micronutrientes sao nutrientes essenciais que devem ser providos ao
organismo, sendo que vitaminas e minerais pertencem a este grupo. Vitaminas
sdo compostos organicos com funcdes especificas, que devem ser providos em
quantidades controladas. Os minerais sdo substancias puramente inorganicas
com funcdes reguladoras, ndo sintetizados pelo organismo e, portanto, devem
ser fornecidos (SILVA, 2018).

Uma parcela crescente da populacdo vem consumindo vitaminas e
minerais na forma de suplementos, sendo que em inUmeros casos 0 suplemento
representa a principal fonte de ingestdo de tais compostos (FENNEMA, 2010).
Os alimentos em suas formas vegetais e animais fornecem esse aporte de
micronutrientes, porém, atualmente, o suprimento alimentar € cada vez mais
dependente de alimentos processados industrialmente que, muitas vezes,
causam a perda ou degradacdo desses compostos presentes no alimento in
natura (FENNEMA, 2010). H& informac8es disponiveis a respeito de perda e
estabilidade de vitaminas e minerais, no entanto, essas informacdes né&o
costumam ser consideradas nos processos industriais, pois ainda é limitado o
conhecimento a respeito de mecanismos de reacgdo, cinética e termodindmica
sob condi¢cdes diversas. De tal maneira, € dificil dizer se determinados
tratamentos, condicdes de manipulacdo e armazenamento influenciardo na

retengéo de vitaminas (FENNEMA, 2010).

Dos elementos quimicos de ocorréncia natural na crosta terrestre, 27 séo
considerados essenciais a vida. Como nao existe uma definicao de “mineral” é
aceito que esse termo refere-se a outros elementos que ndo sejam C, H, O e N,
gue também estdo presentes nos alimentos (FENNEMA, 2010). Esses quatro
elementos constituem cerca de 99% do numero total de atomos dos sistemas

vivos. Assim sendo, os demais elementos minerais estdo presentes em
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concentracdes relativamente baixas nos seres vivos, bem como em grande parte
dos alimentos. Entretanto, eles desempenham funcdes essenciais nos sistemas
vivos (FENNEMA, 2010).

Os principais nutrientes incluem calcio, fésforo, magnésio, sédio, potassio
e cloreto. Os elementos trago incluem ferro, iodo, zinco, selénio, cromo, cobre,
fldor e estanho. A quantidade necessaria em humanos desses minerais varia de
alguns microgramas até cerca de lg/dia. Se por um periodo de tempo houver
baixa ingestdo surgem sintomas de deficiéncia. Inversamente a ingestao
excessiva pode se tornar téxico (FENNEMA, 2010). Devido aos mecanismos
homeostéaticos dos organismos vivos, a faixa de ingestdo segura e a que causara
toxicidade é ampla e controlada. A persisténcia de baixa ingestao de nutrientes
nao € incomum, sendo mais pronunciada em populacdes menos favorecidas ao
acesso de uma alimentagdo balanceada (FENNEMA, 2010). Na Figura 1 é
possivel visualizar os elementos essenciais sombreados, Br nao esta
sombreado, mas foi considerado essencial a partir do ano de 2014 (MCCALL et
al., 2014).
Figura 1 - Tabela peridédica dos elementos de ocorréncia natural. Acredita-se que

0s elementos sombreados em cinza sejam essenciais para a vida, incluindo o Br
que nao esta sombreado

1A 2A 3B 4B 5B 6B 78 8B 88 8B 1B 2B 3A 4A  5A BA  TA 0

H He
Li Be B C N (0] E Ne
Na | Mg Al Si P S Cl Ar

K Ca Sc Ti v Cr |Mn| Fe | Co | Ni Cu | Zn Ga | Ge | As | Se Br Kr

Rb Sr Y Zr Nb | Mo | Tc Ru Rh Pd | Ag | Cd In Sn Sb Te | Xe

Cs | Ba | Ln Hf | Ta W Re | Os Ir Pt | Au | Hg Tl Pb Bi Po | At | Rn

Fr Ra | Ac | Th Pa u

Fonte: Fennema (2019).

Cada elemento tem uma funcéo primordial e bem definida. O Ca auxilia
na mineralizacdo dos 0ssos e dentes, coagulacdo do sangue, secrecdo de
hormonios e neurotransmissores (FENNEMA, 2010). Oxigénio e P tem funcéo
também na mineralizacdo dos ossos e dentes, sintese de DNA, RNA e
fosfolipidios, metabolismo energético e sinalizagdo celular (FENNEMA, 2010). O
Mg € cofator para diversas enzimas (FENNEMA, 2010). O Na participa do
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controle do volume liquido extracelular e pressdo sanguinea, participa do
transporte de nutrientes para dentro e fora da célula (FENNEMA, 2010). O Fe
tem funcéo de transportar oxigénio na respiragdo, no metabolismo energético,
na destruicédo do peroxido de hidrogénio e na sintese de DNA (FENNEMA, 2010).
O Zn € um cofator de metaloenzimas, auxilia também na regulacdo da expresséo
genética (FENNEMA, 2010). O | é necessario a sintese de hormonios da tireoide.
O Se tem funcéo antioxidante. O Pb, Hg e Cd n&o s&o nutrientes essenciais, mas

sao contaminantes comuns (FENNEMA, 2010).

2.2 LASER

O laser é um dispositivo amplificador de radiacédo eletromagnética e produz
um feixe altamente direcionado e de alta intensidade, geralmente possui uma
frequéncia Unica e, portanto, comprimento de onda especifico. O feixe do laser
pode variar desde, aproximadamente, um décimo do diametro de um fio de
cabelo e ir até o tamanho de um prédio, a variacdo de poténcia pode ser desde
10° até 10%° W; em comprimento de onda a variacdo pode ir desde a regido
espectral das micro-ondas até os raios-X, o que corresponde a frequéncias de
101 a 107 Hz. Os pulsos de energia sdo altos (da ordem de 10* J) e de curta
duracéo, como 5 X 101° s (fs). O laser interage com a matéria e pode facilmente
provocar a eroséo (ablacédo) em materiais altamente resistentes. Para simplificar,
pode-se comparar o laser com uma vela, quando acesa ela irradia igualmente
para todas as dire¢cdes, um laser focaliza e amplifica a fonte de radiacéo,
focalizando toda a radiacdo em uma Unica direcao, produzindo assim um feixe
de radiacao de alta intensidade (SILFWAST, 2008)

Theodore Maiman, em 1960, nos Estados Unidos, foi o primeiro a produzir
radiacdo laser. Ele utilizou um cristal de rubi como fonte de emisséo de radiacao
e uma lampada de arco de xendnio como fonte de excitagdo. Na Figura 2 é
possivel observar a configuracdo original, onde uma lampada com formato
helicoidal esta envolta de um bastdo de rubi com as extremidades revestidas
com um material refletivo que forma a cavidade Optica. Ao ligar a lampada
Theodore observou a emisséo da radiagcdo na forma de um feixe que emergia
diretamente da ponta do bast&do de rubi (SILFWAST, 2008).
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Figura 2 - Representacado do laser de rubi feito por Maiman

Fonte: Silfwast (2008).

2.3 COMPONENTES DO LASER

Um laser consiste de uma fonte de laser colocado em uma cavidade éptica
adequada, geralmente composto por dois espelhos, um frente ao outro. Mesmo
gue a luz fluorescente ndo sendo direcional, uma parte da emissdo do material
atinge os espelhos e retorna para a fonte, como representado na Figura 3. Se a
configuragéo de espelhos estiver correta e o meio for opticamente homogéneo,
séo possiveis multiplas reflexdes (YOUNG, 1992).

A radiacdo que passa pela substancia fluorescente pode ser amplificada
por um processo conhecido como emissdo estimulada. A emisséo estimulada
pode exceder a absorcdo de radiacdo, caso for devidamente preparada. O
carater de emissdo se altera completamente quando ocorre amplificacdo
suficiente. E, entdo, um feixe altamente direcional e bastante energético é
produzido ao longo do eixo definido pelos dois espelhos. Quando esse tipo de
emisséo ocorre, a montagem é denominada de laser (YOUNG, 1992).

Figura 3 - Representacdo basica de um sistema laser

N

Fonte: Young (1992)
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Optica por emisséo estimulada é o processo pelo qual um atomo, ao ser
perturbado por um féton, emite outro foton. Nos lasers € possivel observar esse
fendbmeno, quando um elétron excitado vai para um nivel menos energético
liberando o féton. Essa transi¢éo ocorre quando o atomo é atingido por um féton
com a mesma energia que este atomo pode emitir guando excitado. O processo
de absorcdo da radiacédo pela fonte excitadora e emissdo de radiacao pelos
atomos voltando ao estado menos energético ocorrem simultaneamente. Na
Figura 4 sdo demostradas as transicdes que ocorrem durante o processo de

emissao Otica estimulada (Young, 1992).

Figura 4 - Transic¢des eletrbnicas na emisséo estimulada (A) O atomo no
estado fundamental (B) O atomo no estado excitado (C) Fendmeno de emissao
estimulada
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Fonte: Young (1998).

Ha fatores fundamentais para a formacao do laser, sendo o meio ativo
composto por atomos ou moléculas que tem a capacidade de emitir radiacao
eletromagnética. Tal meio por ser um solido (como o rubi que Maiman usou em
1960), um liquido ou um gas. E imprescindivel que ocorra também a inversio de

populacao (SILFWAST, 2004). Essa inversdo de populacdo ocorre através do

Figura 5 - Laser de trés niveis
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bombeamento Optico, conhecido como laser de trés niveis. Os niveis 1 e 2 sao

0s niveis envolvidos na transi¢ao real do laser como na Figura 5 (YOUNG, 1992).

Em um laser de bombeamento Optico o material ativo € irradiado por uma
lampada de alta poténcia, conhecida como bomba. O laser absorve fortemente
a bomba de luz em banda (nivel 3). Porém, essa é uma banda quase nunca
populada, pois ocorre uma transicdo quase instantanea e sem emissao do nivel
3 para o nivel 2. Portanto, se atomos, ions e moléculas podem ser bombeados
para o nivel 2 mais rapidamente que por emissao espontanea para o nivel 1, é
condicdo estabelecida para a inversdo de populacdo (YOUNG, 1992). O
bombeamento Optico causa essa inversado de populacdo. No esquema da Figura

6, € possivel visualizar como o bombeamento Gptico gera o laser.

Figura 6 - Esquema basico dos componentes de um sistema de geracao de laser
com bombardeamento 6ptico.
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Como € mostrado na Figura 6, para que haja a geracdo do feixe de
radiacdo € necessario uma cavidade ressonante, onde estdo dispostos
paralelamente dois espelhos, perpendiculares ao eixo do meio ativo, um deles
com capacidade de reflexao total e outro com capacidade de reflexdo parcial.
Dentro da cavidade os atomos sdo estimulados continuamente pelo

bombeamento Optico, essa radiacdo que permanece dentro da cavidade
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estimula o decaimento e produz o feixe que € liberado pelo espelho que tem
reflexdo parcial (SILFWAST, 2004).

2.4 UTILIZACAO DO SISTEMA DE ABLACAO A LASER PARA
INTRODUCAO DE AMOSTRAS EM ICP-MS

A propriedade da radiag&o laser mais util no campo da Quimica Analitica,
€ a radiacdo na forma de um feixe estreito com elevada poténcia (SILFWAST,
2004). A primeira aplicacdo da ablacdo com laser (LA) para introducdo de
amostra em espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), relatada na literatura, foi para a andlise de particulados em
suspensao no ar. As particulas suspensas no ar foram coletadas na superficie
adesiva da fita Mylar flexivel e, em seguida, vaporizadas por um laser CO2 de
pressdo atmosférica excitada transversalmente. O vapor foi transportado para o
ICP com um fluxo de argbnio através de uma cela contendo a amostra (DARKE;
TYSON, 1993).

Desde a primeira publicacdo sobre LA-ICP OES a escolha de laser para
0 processo de ablacdo variou entre os pesquisadores. Varias energias de laser
foram usadas, variando de 12 mJ a 30 J, para vaporizar amostras soélidas antes
da introducao no ICP (DARKE; TYSON, 1993).

Porém, o acoplamento da espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado por ablacdo a laser (LA-ICP-MS) provou ser uma
ferramenta mais U(til para analises quantitativas de multiplos elementos bem
como a determinacao isotépica de materiais sélidos em varios campos. Aliado a
essas caracteristicas, a técnica de ICP-MS tem uma elevada sensibilidade,
permitindo determinar a maioria dos elementos com limites de deteccédo da
ordem de ng g a ug g*. Ao longo dos anos foram testados varios tipos de laser
pulsados para ablacdo, indo desde a faixa do infravermelho e visivel e até os
mais usados hoje na faixa do ultravioleta (266, 213 e 193 nm). Possivelmente os
menores efeitos térmicos causados pela radiacdo nesses baixos comprimentos
de onda resultam nas melhores caracteristicas do laser na ablagdo por laser

quando usada para introduzir amostras em ICP-MS (OHATA et al., 2014).
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Ao considerar o uso de lasers, encontra-se a interacdo dos feixes de laser
com a matéria. Essa interacdo ocorre em um meio de ganho e também em
janelas, espelhos, moduladores épticos instalados na cavidade do laser e outras
Opticas associadas (SILFWAST, 2004).

E notavel uma tendéncia ao uso de lasers com comprimentos de onda na
regido do UV e pulsos de ablacdo cada vez menores na técnica de LA-ICP-MS.
Nesse sentido, lasers com pulsos de ns a fs sdo usados, onde os lasers fs
resultam, geralmente, em melhor desempenho. O maior limitante para a
disseminacgdo desses sistemas € o alto custo com instrumentacao e a calibracédo

sem correcao de efeito matriz para todo tipo de amostra (NUNES, 2015).

2.5 ABLACAO POR LASER ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA
COM PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO

Desde o surgimento de técnicas com plasma indutivamente acoplado seu
uso majoritariamente exige amostras em forma liquida, o que requer etapas de
decomposicdo ou extracdo para a analise de amostras solidas ou similares, que,
de maneira geral exigem condicdes extremas de temperatura e pressao (GRAY,
1985). Entretanto, o ICP-MS permite a introducdo de amostras de variadas
fontes, desde que possam ser arrastadas por um fluxo de gas, como um vapor,
aerossol de particulas sélidas ou goticulas de liquido (GRAY, 1985). Em 1985,
Gray empregou pela primeira vez a técnica de ablacao a laser como uma forma
de introducdo de amostras em ICP-MS (GRAY, 1985).

O método que utiliza o laser pulsado para remover a amostra diretamente
do sélido para um fluxo de gas de arraste até o plasma (ICP), é particularmente
atraente. Tem como vantagem a amostra permanecer a pressao atmosférica, a
troca de amostras € simples e rapida, a amostra pode ser analisada sem passar
por nenhum preparo, exceto pela preparacdo de uma superficie plana com
tamanho adequado (GRAY, 1985). Devido as suas caracteristicas, a LA-ICP-MS
tornou-se comercialmente disponivel a partir da década de 1990 (NUNES,
2015).

Desde o advento do laser em 1960, demorou 20 anos para que a

combinacéo do laser ao ICP-MS fosse usada para uma amostragem com uma
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fonte de excitacdo separada capaz de realizar analise multielementar. Porém
essa configuracao geral do LA-ICP-MS nao foi modificada significativamente nas
tltimas décadas. A amostra € posta em uma camara de ablagéo fechada, que é
purgada com Ar ou He, que € usado também como gas de transporte, e o feixe
de laser é focalizado na superficie da amostra através de uma janela de quartzo
na célula. Tendo energia suficiente, o material ser4 ablado gerando vapor,
particulas e aglomerados que serdo transportados ao ICP-MS (GUNTER e
HATTENDORF, 2005).

Nessa montagem o ICP-MS é apenas uma fonte de excitacdo separada,
onde todas as particulas que foram geradas no laser sdo vaporizadas,
atomizadas e ionizadas. E, por fim, esses ions serdo levados ao analisador de
massa, onde ocorrera a separacao pela razdo massal/carga (m/z) e, por fim, a
deteccdo. A imagem na Figura 7, mostra a montagem do sistema LA-ICP-MS
(GUNTER e HATTENDORF, 2005).

Figura 7 - Esquema montagem LA-ICP-MS
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Fonte: Nunes (2015).

Uma desvantagem do LA-ICP-MS é a ocorréncia de efeitos nao
estequiométricos na andlise. Por outro lado, a maior vantagem é o fato de que
a amostragem e a excitacao/deteccdo podem ser otimizadas separadamente e
o sinal depende apenas da massa ablada. Um desafio nesse tipo de analise
sempre foi a calibracdo e auséncia de materiais de referéncia para avaliar a
exatidao, visto a diversidade de amostras que podem ser analisadas por esse
método e, portanto, analise quantitativa. Dessa forma, inicialmente, a técnica
ficou restrita a analise de poucos materiais com elementos que possuiam um
comportamento muito semelhante (GUNTER e HATTENDORF, 2005).
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Porém, com o passar do tempo foram produzidos materiais de referéncias
produzidos no laboratorio com matriz similar, possibilitou aumentar a gama de
materiais analisados por LA-ICP-MS (GUNTER e HATTENDORF, 2005).

2.6 ANALISE DE POLIVITAMINICOS POR LA-ICP-MS

Controle de qualidade de farmacos € uma etapa crucial para que o produto
possa ser colocado no mercado. Nos ultimos anos a quantificagcdo precisa e
exata de certos elementos e impurezas em farmacos tem sido cada vez mais
exigida pelas autoridades de supervisdo e farmacopeias oficiais, ja que alguns
deles podem representar risco significativo para a satde humana. Muitas vezes,
impurezas séo introduzidas aos farmacos de forma néo intencional, através das
matérias primas contaminadas, reagentes e equipamentos utilizados. As
impurezas geralmente podem estar presentes no produto final na faixa de

concentragéo de trago ou ultra-trago (PLUHACEK et al., 2019).

Métodos por precipitagdo para metais pesados sdo imprecisos e tém baixa
sensibilidade; a visualizacdo dos precipitados € dificultada com a baixa
concentracdo e interferéncias. Portanto, métodos espectrométricos, como ICP
OES e ICP-MS sao os mais indicados para a quantificacdo de elementos
presentes como impurezas. Sao também indicados métodos baseados na
espectrometria de absorcdo atbmica com forno de grafite (GFAAS) ou
espectrometria de absorgcdo atdmica com chama (FAAS) (PLUHACEK et al.,

2019).

Atualmente, ICP-MS e ICP OES séo as técnicas de uso mais comum,
porém, normalmente, requerem preparo de amostra de forma apropriado. O
método de preparo de amostra e introducdo pode ser definido quanto as
necessidades e a praticidade. O método mais utilizado é a introducao de amostra
nessas técnicas € na forma liquida. Portanto, para amostras sélidas, viscosas,
com alto teor de matéria organica, entre outras, € necessario fazer uma
decomposicdo prévia da mesma. A decomposicéo pode ser feita de diferentes
formas, mas atualmente as decomposicbes em frasco fechado e com

aquecimento via micro-ondas é bastante comum (PLUHACEK et al., 2019).
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Entretanto, esta se tornando cada vez mais comum a utilizacdo de métodos
de introducdo de amostra soélida, pois exige pequena quantidade de amostra,
economiza tempo de preparo de amostra e minimiza o uso de reagentes. O
acoplamento do LA ao ICP-MS é uma ferramenta de grande potencial, para
analise de amostras soélidas. Contudo, raramente € utilizada para analise de
farmacos devido indisponibilidade de materiais de referéncia para a calibracéo,
dificuldade na definicdo de padrdo interno e homogeneidade da amostra
(PLUHACEK et al., 2019). Portanto, o objetivo deste trabalho é desenvolver um
meétodo de calibracdo com hidroxiapatita para quantificacdo de polivitaminicos
por LA-ICP-MS, bem como avaliar a influéncia da homogeneidade das amostras
e da normalizacdo ao “3Ca nos resultados finais, por fim desenvolver um método

pratico, rapido e com 0 emprego de poucos reagentes.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados a instrumentacdo, solucbes e
reagentes utilizados para desenvolver o trabalho. Bem como, os procedimentos
realizados para as andlises dos polivitaminicos, como o preparo das amostras,

curva de calibracéo e analise por LA-ICP-MS.

3.1 INSTRUMENTACAO

O equipamento utilizado para a andlise das amostras foi um espectrdmetro
de massa com plasma indutivamente acoplado (modelo Elan DRC II, Perkin
Elmer Sciex, Canada), que pode ser visto na Figura 8. Quando utilizado na forma
convencional para introducdo de amostras em solucdo é equipado com um
nebulizador concéntrico (Meinhard Associates, USA), camara de nebulizacao
ciclénica (Glass Expansion, Inc., Australia) e tocha de quartzo com injetor com 2
mm de didmetro interno. Equipado com um separador de massas do tipo
quadrupolo e cela de reacao dinamica, a qual n&o foi utilizada. Para a realizacéo
dos experimentos com LA-ICP-MS removeu-se a camara de nubulizagdo e
conectou-se o sistema ablacdo a laser diretamente na tocha do equipamento.
Para isso foi utilizado um tubo de Tygon recoberto internamente com
politetrafluoetileno (PTFE) de 4 mm de diametro interno. O plasma foi gerado a
partir de argénio com pureza de 99,996%, proveniente de um tanque contendo
Ar liguido. O mesmo gas foi utilizado como gas carregador do vapor gerado no

laser. As condi¢des operacionais utilizadas estdo mostradas na Tabela 1.
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Figura 8 - (A) foto do equipamento de ICP-MS; (B) estd em destaque o detalhe da
conexao do nebulizador e em (C) em detalhe a conexdo com o tubo para ablacdo com
laser

Fonte: Autora (2021).

Tabela 1 - Condi¢cBes operacionais do equipamento de ICP-MS

ICP-MS Condicéao
Poténcia de radiofrequéncia, W 1300
Vazédo do gas principal, L min? 15
Vazéo do gas auxiliar, L min? 1,2
Vazéo do gas de nebulizagéo, L min* 1,00
Cone de amostragem e skimmer Pt
Is6topos monitorados %5Mn, &Sr, 112Cd, 1*8Ba,**Cu,

66Zn, Fe, °"Fe, *3Ca

Fonte: Autora (2021).

A performance do equipamento foi avaliada em relacdo a formacéo de
fons 6xidos e ions de carga dupla. Para isso foi utilizada uma solugdo a 1 ug L
de In e Ce e 10 ug L* de Ba. Foram monitoradas as intensidades dos is6topos

de 115|n+1 1560eo+/140Ce+ e 1388a++/138Ba+_

Para a andlise dos polivitaminicos por ablacdo a laser utilizou-se um
equipamento contendo uma fonte de laser no estado solido, composto pelo meio
ativo Nd:YAG, operando com comprimento de onda de 266 nm (modelo LSX-
266, Cetac Technologies, USA). Na Figura 9 est4 mostrado o sistema LA. A
performance do equipamento LA-ICP-MS foi ajustada de forma a obter a melhor

raz&o sinal/ruido (SBR).
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Figura 9 - Foto do sistema laser utilizado
¥ A \.— <~

L5X-266

Fonte: Autora (2021).

O sistema do laser consiste em um microcomputador utilizado para operar
o software de controle operacional do laser (DigiLaz G2, verséo 4.1.2.1940). A
fonte de lazer de Nd:YAG, que é excitada por uma lampada de arco de xenénio
que é mantida em 605V, 72 W e pulso de 20 Hz. Um circulador de agua também
€ parte da montagem e seu papel é refrigerar o sistema de geracédo de radiacdo
laser, a temperatura normal de funcionamento é de 35 + 3 °C. A duracao do pulso
de laser € inferior a 6 ns e a energia nominal do feixe € de 15 mJ. A frequéncia
dos pulsos pode ser ajustada de 5 a 10 Hz. Uma camara de ablacdo em formato
circular faz parte do sistema e serve para alojar a amostra. A parte superior da
camara, por onde incide o feixe de laser, € de quartzo. Além disso, possui um
orificio de entrada e outro de saida para Ar, o qual permite o carregamento do
vapor da amostra até o ICP. Através da janela de quartzo é possivel visualizar a
amostra através de uma camera digital (CCD) com resolugdo de 2 ym. Os

parametros avaliados e condi¢des do laser podem ser vistos na Tabela 2.

25



Tabela 2 - Parametros do laser usados para as analises

LA-ICP-MS Condicao

Vazéo do gas de arraste, L min-t 1,18
Diametro do feixe, ym 150
Velocidade de varredura, pm s! 100
Frequéncia do pulso do laser, Hz 20
Dwell time, ms 10
Varreduras (sweeps) 1
Varredura por replicata (readings) variavel
Replicatas 1
Energia*, % 50

* 100% de energia equivale a 15mJ.

Fonte: Autora (2021).

Uma prensa hidraulica (modelo Hydraulic Press 15 ton, Specac,
Inglaterra) foi utilizada para a confecgéo de comprimidos, sendo feitos a pressao
de 5 toneladas por 2 min. Esses comprimidos foram utilizados para analise em
LA-ICP-MS.

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as vidrarias ou frascos de polipropileno foram previamente
descontaminados com HNO3 5% (v/v) por no minimo 24 horas e posteriormente
lavados com agua de alta pureza. A agua utilizada nos procedimentos passou
por processos de destilacdo e deionizacéo. A deionizacao foi feita em coluna de
troca i6nica (condutividade maxima de 1,2 uS cm?) e em sistema Milli-Q
(Ultrapure Water Purification Systems, Millipore, Estados Unidos), cuja
resistividade final foi maior do que 18,2 MQ cm. O acido nitrico concentrado (65%
mm-, 1,4 kg L?, ALPHATEC, Brasil) foi purificado por destilacdo abaixo do ponto
de ebulicdo (modelo duoPUR, Subboiling Distilation System, Milestone, Italia).

Aas determinagdes por LA-ICP-MS foram feitas monitorando os is6topos
de *Mn, ®Sr, *2Cd, *®Ba, ® Cu, ®Zn, *°Fe, *’Fe e **Ca, sendo as curvas de
calibracdo preparadas a partir de uma solucdo estoque multielementar a 10 mg
Lt (SCP33MS, SCP Science, Canada) e uma solucéo estoque de 1000 mg L™
(Merck 1V, Certipur, Estados Unidos).
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3.3 AMOSTRAS

Quatro amostras de polivitaminicos comerciais de diferentes marcas foram
adquiridas em uma farmécia local e utilizadas para o desenvolvimento do
trabalho. Para as analises por LA-ICP-MS, as amostras foram moidas em gral
de agata até granulometria inferior a 100 um. Cerca de 300 mg do p6 foram
utilizados para a obtencdo dos comprimidos. Na Figura 10 pode ser observada
a aparéncia dos polivitaminicos e dos comprimidos obtidos. As amostras que
possuiam capsula de gelatina como invélucro do p6, tiveram as suas cépsulas
descartadas antes da moagem, sendo utilizado somente o contetdo do interior
das capsulas para a confeccdo dos comprimidos.

Figura 10 — As amostras utilizadas no trabalho podem ser vistas na fileira de cima
e abaixo o comprimido confeccionado apds a moagem e prensagem.

AMOSTRA A AMOSTRA B AMOSTRA C AMOSTRA D

NN\ 2
) © €

Fonte: Autora (2021).

3.4 OTIMIZACAO DO SISTEMA DE LA-ICP-MS

A otimizacdo da vazao do gas carregador foi feita de forma a obter uma
condicdo de baixa taxa de formacédo de ions 6xidos e de carga dupla, além de
uma elevada sensibilidade, avaliada através da SBR. Nesse sentido, um dos
comprimidos de polivitaminico foi fixado em uma lamina de vidro e posicionado

na camara de ablagdo. Foram avaliadas vazdes de Ar de 1,16 a 1,30 L minL.

A energia do laser foi avaliada de 10 a 100%, variando a cada dezena. O
diametro do feixe do laser também foi avaliado na faixa de 50 a 200 um. A
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velocidade de varredura de 20 a 150 ym s foi avaliada para a escolha da melhor

condicdo, nesse sentido foi fixada em 100 pm s,

3.5 CURVA DE CALIBRACAO EM LA-ICP-MS UTILIZANDO HIDROXIAPATITA

Para a calibracdo foram utilizadas por¢gdes de 300 mg de hidroxiapatita em
pd, que foram pesados diretamente em frascos de polipropileno. Foram entédo
adicionados 200 pL de solugéo de calibracdo com concentragdo crescentes na
faixa de 0,25 mg L*a 1000 mg L, homogeneizados e secos a temperatura
ambiente. ApGs a secagem foram feitos comprimidos assim como com as
amostras. A concentracdo foi estabelecida em funcdo do volume e da
concentracéo da solucdo adicionada e da massa do comprimido.

Apés a avaliacao das condi¢cdes operacionais do sistema LA-ICP-MS, a
calibracdo foi feita utilizado os comprimidos de 300 mg de hidroxiapatita
previamente preparados com a adi¢cdo de 200 pL de solucéo de calibracdo em
concentracfes crescentes. A ablacao foi feita na forma de linha, com 3 linhas

paralelas, representando assim trés leituras (n = 3).

A calibracao foi feita pelo método do padréo interno (IS), sendo usado o
43Ca com IS. Para tal, foi feita a razdo da intensidade média do sinal dos analitos
em relacdo ao IS, considerando os 3 sinais (3 linhas) obtidos na ablagdo dos
comprimidos. Ou seja, para a correcéo de sinal com “3Ca a intensidade do analito

foi dividida pela intensidade de “3Ca da leitura correspondente.

Os limites de deteccédo (LOD) e quantificacdo (LOQ) do método de LA-ICP-
MS foram obtidos a partir da ablacdo de 10 linhas no comprimido do branco da
curva (hidroxiapatita). O LOD e LOQ foram calculados utilizando-se a relacéo
LOD =B + k.o (B € a média de 10 leituras do branco, k é equivalente a 3,33 e 0
o desvio padrao relativo das 10 leituras) e LOQ = B + k.c (B é a média de 10
leituras do branco, k € equivalente a 10 e 0 ¢ desvio padréo relativo das 10

leituras).

3.6 ANALISE DE AMOSTRAS DE POLIVITAMINICOS POR LA-ICP-MS.

ApOs estabelecer as condicdes de ablagcéo e obter as curvas de calibragcéo, as
amostras de polivitaminicos foram analisadas por LA-ICP-MS. Para tal, 3 linhas
foram abladas e escolhidas em diferentes regides na amostra e de forma
aleatoria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a
analise das amostras de polivitaminicos. Serdo mostrados os perfis de sinais
obtidos por LA-ICP-MS, as curvas de calibracdo, e também, as concentracfes

finais dos elementos determinados.

4.1 OTIMIZAC}AO DOS PARAMETROS DO SISTEMA DE LA-ICP-MS
Os sinais obtidos a partir das andlises por LA-ICP-MS podem ser continuos

ou transientes, inteiramente dependente da forma como o pulso de laser é
aplicado na amostra durante a ablacdo, podendo ser pulsado ou continuo
(NUNES, 2015). Fatores como tempo de aquisicdo, quantidade de material
vaporizado, limites de deteccéo, entre outros, podem ser afetados pela forma de
ablacdo. No caso da andlise de polivitaminicos foi aplicado o modo de ablacéo
continuo, em virtude do equipamento de ICP-MS ser sequencial e, portanto, a
ablacdo continua da amostra resulta na aquisicdo de um sinal mais estavel, o
que auxilia na precisdo ja que esse tipo de material € bastante heterogéneo
(NUNES,2015). No modo de ablacdo continuo, uma linha é tracada ao longo da
amostra, com o auxilio de ferramentas do programa do sistema de LA. A
aquisicdo do sinal se inicia no momento em que o laser é ativado para ablacéo
(NUNES,2015).

Nas analises por LA-ICP-MS, é necessario realizar a otimizacdo da vazao
de géas tanto do sistema de ablacdo quanto do espectrébmetro, para obter a
melhor relagdo sinal/ruido. Para a detecgcdo, € necesséria uma intensidade
suficientemente boa para quantificar os analitos e evitar saturacdo da
intensidade do sinal nas razbes m/z de interesse. O excesso de material ablado
pode causar problemas, como, efeito de memodria, instabilidade no plasma e

deposicao de material na interface (NUNES, 2015).

Devido ao fato do mecanismo de interacao do laser com os diferentes tipos
de materiais ser complexo, é necessario ajustar as condi¢cdes operacionais do
sistema de LA-ICP-MS, de tal maneira que esses efeitos sejam eliminados ou
minimizados, resultando em uma atomizagéao/ionizagdo completa no plasma. De

maneira similar como se faz otimizagbes para andlises de solucbes, as
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condi¢cbes do equipamento para analise por LA-ICP-MS também necessitam de
otimizacdes. O ajuste dos pardmetros como vazao de gas carregador, tempo de
leitura em cada m/z, nimero de varreduras em cada leitura (sweeps per reading),
leituras por replicatas (readings per replicate) e niumero de replicatas (number of

replicates) auxiliam na obtencdo de uma boa resposta do ICP-MS.

De acordo, o parametro de dwell time foi ajustado em 10 ms. A vazéao de
gas carregador foi otimizada visando melhor sensibilidade do equipamento ao
longo da faixa de m/z a ser estudada. Vazdes de gas entre 1,16 e 1,30 L min-,
foram avaliadas, sendo 1,18 L min ! escolhida para as andlises, os sinais obtidos
para as diferentes vazdes de gas estao na Figura 11.

Figura 11 - Sinais obtidos na avaliacdo da vazao de gas

1,16 L min- 1,18 L min-! 1,20 L min-*
s7gp 875y #7Sr
i 25000 25000
e 20000
g 8 §
g S000 ‘ 3 15000 § 1%000
% s ‘ % 10000
E 2o L T soo
1000 2 L
X ° 0 10 10 20 2% 30 ¢ o 50 w10 200 2% M0 & 0 ot . 0 % 30
Temps, + Yosp s Tempo, s
1,22 L min-! 1,24 L min 1,26 L min-!
Sr87 87gp 87gp
20000 18000 20000
35000 16000 18000
1600 . 14000 , 16000
§ 1o £ 12000 M simeq
; :x ) \ ‘2 Iy i 1000 | w
- HIl| =
T a0 4000 000
2000 2000 2000
% s0 0 1 200 2% 30 g » W 1 0 % o 50 W 1% w0 1 W
Temgo, s Tempo, 3 Terpo, s
1,28 L min-! 1,30 L min-!

LN LN

14000 14000
st § 1o M
- o q

000 A 00

€000 | oo
5 000 l £ 40

2000 2000

° . o+ |
° %0 100 1% 200 0 100 1% 200
Tempa, Termpo, +

2% 00 0 2% 00

Fonte: Autora (2021).

A energia do laser, o diametro do feixe e a velocidade de varredura, sao as
condic¢des de ablacdo que podem ter maior influéncia nos resultados e, portanto,

devem ser avaliadas.
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A energia do laser utilizada nos procedimentos envolvendo tanto as curvas
de calibracdo em hidroxiapatita, quanto as amostras foi mantida em 50%. Foram
avaliadas condicdes de energia de 10 a 100% em um comprimido da amostra A,
considerando 50% energia suficiente para a completa remocédo de uma fina
camada da superficie da amostra. Energias superiores contribuem para o
transporte de uma maior quantidade de material ablado, porém n&o foi
observado melhora significativa na razdo sinal/ruido. Na Figura 12 podem ser
vistos 0s sinais para cada uma das energias.

Figura 12 - Sinais obtidos na avaliacdo da energia do laser
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A velocidade de varredura do laser também foi avaliada, usando o modo
de ablacdo continua na amostra A, sendo avaliadas velocidades de 20 a 150 um

s1. A melhor condicéo foi de 100 uym s.

O efeito do diametro do feixe de laser nas intensidades de sinais também
foi avaliado. Foram avaliados feixes de 50 a 200 um, sendo 150 ym fixado como
melhor condicdo. O diametro do feixe influencia diretamente na quantidade de

material removido na ablacédo que pode influenciar em parametros como LOD.

4.2 NORMALIZACAO DO SINAL DOS ELEMENTOS EM RELACAO AO
O sinal adquirido durante as analises pela técnica de LA-ICP-MS durante a

introducdo de amostras € proporcional a concentracdo do analito na amostra.
Quando se trata da introducdo de amostras liquidas ha muita facilidade em
encontrar materiais de referéncia na forma de solu¢gbes multielementares, para
a confeccdo de curvas de calibracdo. Entretanto, em contrapartida o maior
desafio em se trabalhar com o método de introducdo de amostra soélida por LA-
ICP-MS é a auséncia de materiais de referéncia suficientemente semelhantes as
amostras, a ponto de evitar interferéncias nao espectrais e possibilitar a

obtencéo de curvas de calibracdo com boa linearidade (NUNES,2015).

Para corrigir efeitos, como a eficiéncia de ablacdo e transporte dos vapores
das amostras até o plasma e da curva (caso a matriz em ambos materiais seja
diferente), evitando possiveis interferéncias ndo espectrais, uma saida é o uso

da calibracdo com padréo interno (normalizacdo do sinal) (FRICK et al, 2012).

O procedimento de correcdo consiste na utilizacdo de um elemento que
esteja homogeneamente distribuido na amostra e no material suporte para a
curva, neste caso o “3Ca foi escolhido como elemento de referéncia. Apesar do
43Ca ser um dos principais constituintes tanto nas amostras quanto na
hidroxiapatita, a sua utilizacdo como elemento de referéncia precisou ser

avaliada.

Para a normalizacdo, primeiramente foi calculado o fator de ajuste para o
43Ca nas amostras em relacdo a hidroxiapatita. Calculou-se o percentual de Ca
nas amostras e na hidroxiapatita e foi calculado o fator de ajuste que é o

percentual de Ca na hidroxiapatita, dividido pelo percentual de Ca na amostra.
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Este fator foi entdo multiplicado pela intensidade de Ca na amostra e entao

divide-se a intensidade do sinal do elemento a ser quantificado pela intensidade

do Ca multiplicada pelo fator de correcéo. A concentracdo dos analitos foi entdo

calculada a partir da média da intensidade da razdo M*/43Ca (M é o analito). Na

Figura 18, é possivel ver a diferenca no sinal com a correcdo de 43Ca e sem a

correcdo para alguns analitos.

Figura 18 - Sinais antes e depois da aplicacéo da corregdo de “*Ca
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Quando fazemos a correcao para Ca, corrigimos as possiveis interferéncia as ndo
espectrais que podem ser causadas, principalmente, pela diferenca na quantidade
ablada dos materiais da curva e das amostras e, também, os efeitos de transportes dos
gases e aerossois (FRICK et al, 2012). Com o uso do a como IS foram obtidas curvas

de calibracdo com boa linearidade, para alguns elementos estudados.
4.3 CALIBRACAO POR LA-ICP-MS UTILIZANDO HIDROXIAPATITA

Diferentes estratégias de calibracdo em LA-ICP-MS tém sido propostas
para a analise de amostras com diferentes composi¢cdes. Entretanto, o
procedimento proposto no presente trabalho, utilizando solucdes de referéncia
adicionadas em hidroxiapatita na forma de comprimidos, foi desenvolvido
baseado na metodologia utilizada por Neves et al. (2018), onde foram utilizadas
solucdes de referéncia em solo na forma de comprimidos para a calibragao.

Apos realizadas as otimizacdes de ablacdo e deteccéo, o sistema LA-ICP-
MS foi utilizado para a obtencdo de curvas de calibracdo para os analitos
estudados.

Cada comprimido foi inserido individualmente na camara de ablacao, apos
ser colocado sobre uma lamina de vidro que serviu como suporte. Para cada
ponto da curva foram marcadas trés linhas para ablagdo sobre o comprimido.

Cada linha foi ablada nas condicbes de 1300 W de poténcia de
radiofrequéncia do equipamento, vazdes de gas principal, auxiliar e carregador
de 15, 1,20 e 1,18 L min, respectivamente. As condicdes de ablacdo citadas
acima foram mantidas. Todas as intensidades foram processadas para a
obtencédo das curvas de calibracdo com normalizacdo ao “3Ca, considerando as
intensidades médias das trés linhas de ablacéo. Todas as curvas de calibracdo

obtidas para cada um dos is6topos monitorados estdo mostradas na Figura 13.
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Figura 13 - curvas de calibracéo obtidas por LA-ICP-MS para >’Fe, *Fe,
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As curvas de calibracao obtidas para os oito isétopos avaliados, permitiram

a obtencdo de bons valores de R?.Entretanto as curvas de calibracdo para Fe,

Sr e Mn nao estéo analiticamente habeis, Fe pode ter sofrido interferéncias tanto

do ion poliatdbmico Ar e O, quanto interferéncias de homogeneidade, assim como

Sr e Mn podem ter sido afetados pela falta de homogeneidade e formacéo de

ions poliatbmicos (NEVES, 2010). Foi possivel verificar a viabilidade de utilizar

solucdes referéncia em pastilhas de sélido para uma faixa ampla de calibragdo

para as analises por LA-ICP-MS.
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4.4 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO POR LA-ICP-MS

Além da linearidade das curvas de calibragdo, uma técnica analitica
também deve ser caracterizada quanto aos limites de deteccdo. Esse parametro
€ relacionado a concentracdo de analito que produz uma intensidade de sinal
significativamente diferente do ponto correspondente ao branco ou da linha base
do instrumento (MILLER et al, 2005).

Os LOD e LOQ do método de LA-ICP-MS foram calculados a partir da
ablacdo de 10 linhas na pastilha do branco da curva. O LD e o LQ foram
calculados como | + 3,33 SD e | + 10 SD, onde | é a média da intensidade das
10 linhas do branco e SD € o desvio padréo das intensidades médias. Os valores
obtidos para a intensidade de cada um dos is6topos foram interpolados nas
curvas de calibrac&o e os resultados obtidos para cada um, podem ser vistos na
Tabela 3.

Tabela 3 - Limites de deteccédo e quantificacdo para a técnica de LA-ICP-MS

empregando pastilhas de hidroxiapatita para a calibracao

LDpgg* LQug g
8671 9,37 13,94
s5CU 2,02 2,78
13884 1,86 2,11
l12c 2,66 2,94

Fonte: Autora (2021).

Como ja foi observado através de outros trabalhos, geralmente os valores
de LOD e LOQ para LA-ICP-MS sao superiores aos observados em técnicas de
ICP-MS com nebulizagcdo pneumética. Apesar de serem superiores, Sao

satisfatorios para a andlise de muitos materiais (MONTASER, 1998).

4.5 ANALISE DE POVITAMINICOS POR LA-ICP-MS

Apés o preparo dos comprimidos para a analise por LA-ICP-MS, as
amostras A, B, C e D foram submetidas a ablacdo com as mesmas condic¢fes ja

descritas acima; a poténcia de radiofrequéncia em 1300 W, a energia do laser
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foi mantida em 50%, a velocidade de varredura em 100 um s, a frequéncia de

pulso do laser em 20 Hz e o diametro do feixe em 150 pym.

Cada comprimido de amostra foi ablado em trés linhas. Uma imagem do

comprimido depois de ablado é mostrada na Figura 14.

Figura 14 - Foto de um comprimido de amostra apés a ablacéo pelo laser

Fonte: Autora (2021).

As intensidades dos sinais dos analitos foram normalizadas em relagéo a
intensidade do “3Ca que foi utilizado como padrdo interno (IS), pois estava
presente nas amostras e na curva de calibracdo. E as concentracdes
determinadas para cada elemento foram comparadas com os valores das
tabelas de informacdo nutricional contidos nas embalagens. Os resultados
obtidos por LA-ICP-MS e os valores das tabelas de informacéao nutricional estdo

mostrados na Tabela 4.

Como pode ser observado na Tabela 4, na tabela nutricional né&o
constavam valores para °°Mn, 8’Sr, 112Cd e *®Ba. Manganés foi detectado em
todos os 4 suplementos em uma faixa de 300 a 650 pg g, os outros ficaram
todos abaixo do LOQ, com excecdo de 8'Sr e *2Cd para a amostra C. Dos
elementos que consta o valor na tabela nutricional, o ®*Cu apresentou uma
diferenca significativa nas amostras A e B, porém, as amostra C e D tiveram um
valor muito proximo ao esperado. A diferenga nos valores para as amostras A e
B, pode ter sido ocasionado pela heterogeneidade do material, esse fato sera
tratado na secdo 4.6 Homogeneidade das amostras. Para ferro e zinco, os erros
associados foram significativos, exceto pelo °®Fe e >’Fe na amostra C, que foi
baixo como o esperado. Para as amostras A, B e D, as causas dessas diferencas

significativas podem estar associadas, principalmente, a variagbes nha
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homogeneidade das particulas em cada amostra, assim como a diferente

distribuicdo dos elementos nas particulas que constituem os comprimidos.

Tabela 4- Resultados, em ug g-1, obtidos por LA-ICP-MS e valores informados
na tabela nutricional.

Elemento Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D

cd 112 Tabela nutricional N.C. N.C. N.C. N.C.
LA-ICP-MS <2,94 <2,94 7,94+ 1,15 3,82 +0,08

cd 112 Tabela nutricional N.C. N.C. N.C. N.C.
LA-ICP-MS <2,11 <2,11 <2,11 <2,11

Cu 65 Tabela nutricional 250 1142,86 307,69 301
LA-ICP-MS 145,85+ 27,16 273,31+52,27 329,85+31,06 231,12+0,96

71 66 Tabela nutricional 1941,67 10000 7692,31 4682,27

LA-ICP-MS 765,98 + 66,34 2572,83 + 328,80 5501,14 + 410,27 1857,74 + 48,23
*N.C. = Nao consta

Fonte: Autora (2021).

4.6 HOMOGENEIDADE DAS AMOSTRAS
Para o preparo da curva de calibracao, foi adicionada e homogeneizada sobre a

hidroxiapatita uma solucdo de referéncia com concentragbes conhecidas dos
elementos a serem quantificados, ap6s a homogeneizacdo e secagem foram
preparados os comprimidos. As amostras passaram por uma etapa de moagem
com gral e pistilo de 4gata até um tamanho de particula inferior a 100 yum para
melhor homogeneizacdo e logo apos a confeccao dos comprimidos. Pode-se
observar através dos perfis obtidos por LA-ICP-MS a homogeneidade das
amostras. Na Figura 15, no perfil do padrao de hidroxiapatita, pode-se observar
um sinal continuo e sem muito ruido, assim como em alguns dos elementos
como por exemplo 5’Fe na amostra A, %6Zn na amostra C; ja para elementos
como o 53Cr na amostra A, %2Zn na amostra B e %°Cu nas amostras A e B é
possivel observar uma alta variacdo no sinal, o que indica que possivelmente a

distribuicdo ndo € homogénea ou interferéncias de ions poliatdbmicos no plasma.

Figura 15 - Perfis obtidos por LA-ICP-MS para os padrdes e amostras
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Essa inconsisténcia nos sinais pode acarretar em erros na quantificacao
pois, caso o problema seja a homogeneidade ou formagéo de ions poliatdmicos,
a porcao ablada néo foi representativa da amostra como um todo e, portanto, os
resultados na quantificacdo podem néo ser satisfatorios. Como foi visto na Secéo
4.5 Andlise de Polivitaminicos por LA-ICP-MS, nas amostras A e B para %Cu

houve um erro significativo; esse erro pode ter sido causado pela falta de
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homogeneidade nas amostras como se pode observar na Figura 15, onde a
esquerda temos o perfil de sinal do padréo de hidroxiapatita que tem uma boa
homogeneidade e ao lado direito temos os sinais das amostras onde é notavel a

alta variacao do sinal.

Foram feitos testes de homogeneidade com as amostras na sua forma
original. Para tal, os comprimidos foram apenas “lixados” até a obtencéo de uma
superficie plana para a ablacéo e, entdo, foram fixados sob uma lamina de vidro
e ablados. Na Figura 16 é mostrada uma foto dos comprimidos.

Figura 16 - Comprimidos de amostra com superficie lixada para ablacéo, fixados
sobre lamina de vidro

Fonte: Autora (2021).

Os sinais obtidos para a amostra lixada foram comparados com 0s sinais
da amostra apds a moagem e podem ser vistos na Figura 17. A partir da anélise
dos sinais obtidos para a amostra no seu estado natural, &€ possivel observar a
influéncia da homogeneidade nos resultados finais. Os sinais para todos o0s
elementos tem elevada variagdo e com um ruido significativo, o que interfere na
quantificacdo, pois a porcao ablada ndo € representativa do todo que esta

presente na amostra.
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Figura 8 - Sinais das amostras antes e depois da moagem
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O principal objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma metodologia
de calibracdo para a analise quantitativa de elementos em polivitaminicos por
LA-ICP-MS. A utilizacdo da hidroxiapatita como uma forma de ajustar a matriz
entre a curva de calibragéo e dos farmacos, mostrou-se eficiente para tal fungédo.
ApoOs serem avaliadas e otimizadas as condicfes do ICP-MS e do sistema LA-
ICP-MS, pbde-se observar o efeito de condi¢cdes de preparo de amostra, como
o tamanho de particula e homogeneidade, na preciséo e exatidado dos resultados.
Notou-se, também, a necessidade de utilizar o “3Ca para correcéo de efeitos

relacionados a quantidade de material ablado.

Os limites de deteccdo obtidos no procedimento, foram maiores que 0s
usuais em ICP-MS por nebulizagcdo pneumética, porém € compensado pela
simplicidade no preparo de amostras, uma vez que o procedimento sé envolve

moagem e prensagem do comprimido.

O trabalho supriu limitac6es do uso da técnica pela auséncia de matérias
de referéncia certificados (CRM), uma vez que o procedimento de calibracéo
com hidroxiapatita se mostrou simples e eficiente. Possibilita a analise direta de
sélidos, rapida e sem grande manipulacdo das amostras, bem como pouco uso

de reagentes.

Os resultados obtidos s&do promissores em relacdo a andlise de
polivitaminicos, possibilitando o desenvolvimento de trabalhos futuros
relacionados a avaliacdo de tamanho de particula e homogeneidade dos
comprimidos e comparacdo a outras técnicas ja estabelecidas para validar o

procedimento.
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