UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Gabriel Toneto Druzian

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS E ESTUDO DE
INTERFERENCIAS PARA A DETERMINACAO DE ELEMENTOS
TERRAS RARAS EM SANGUE POR ICP-MS

Santa Maria, RS
2021



Gabriel Toneto Druzian

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS E ESTUDO DE
INTERFERENCIAS PARA A DETERMINACAO DE ELEMENTOS TERRAS RARAS
EM SANGUE POR ICP-MS

Tese apresentada ao Curso de Pos-
Graduacao em Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, RS),
como requisito parcial para a obtencao do
titulo de Doutor em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Erico Marlon de Moraes Flores

Santa Maria, RS
2021



This study was financied in part by the Coordenagd@o de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001

Druzian, Gabriel Toneto
Desenveolvimento de méetodos analiticos & estudo de
interferéncias para a determinacdo de elementos terras

raras em sangue por ICP-MS / Gabriel Toneto Druzian.-
2021.
248 p.; 30 cm

Orientador: Erico Marlon de Moraes Flores

Coorientadora: Paocla de Azevedo Mello

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Programa de
Pos-Graduacdo em Quimica, RS, 2021

1. Sangue 2. Elementos terras raras 3. Amostragem
direta 4. Preparo de amostras 5. ICP-MS I. Flores, Erico
Marlon de Moraes II. Mello, Pacla de Azewvedo III. Titulo.

Sistema de geracdo automitica de ficha catalografica da UFSM, Dadas fornecidos pelo
autor(a). Scb supervisdo da Diregdoc da Divisd3o de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. BibliotecAria responsavel Paula Scheoenfeldt Patta CRE 10/1728.

Declaro, GABRIEL TONETO DRUZIAN DRUZIAN, para os devidos fins e sob as
penas da lei, que a pesquisa constante neste trabalho de conclusdc de
curso (Tese) foi por mim elaborada e gque as informagdes necessarias
objeto de consulta em literatura e outras fontes estdo devidamente
referenciadas. Declaro, ainda, que este trabalho ou parte dele ndo foi
apresentado anteriormente para obtencdo de qualquer outro grau
académico, estando ciente de que a inveracidade da presente declaragdo
podera resultar na anulagdo da titulagdo pela Universidade, entre outras
consequéncias legais.



Gabriel Toneto Druzian

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS E ESTUDO DE
INTERFERENCIAS PARA A DETERMINACAO DE ELEMENTOS TERRAS RARAS
EM SANGUE POR ICP-MS

Tese apresentada ao Curso de Pos-
Graduacao em Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, RS),
como requisito parcial para a obtencao do
titulo de Doutor em Ciéncias.

Aprovado em 31 de Julho de 2021:

_er ] . 1
['f- o oot % f‘({{d/é—
Erico M. M. Flores, Dr. (UFSM)
(Presidente/Qrientador)

.--'""_-—

w"Edsﬂn Irine mlér Dr. (UFSM)

Rodrigo Céﬁm‘%f olzan, Dr. (UFSM)

LuiZFrederico Rodriguss; Dr. (UFSM)

.f ) /

= e TH ' ———
L
=t

Sérgio Roberto Mortari, Dr. (UFN)

Santa Maria, RS
2021



Declaracao

A pesquisa descrita nesta tese foi totalmente elaborada por mim, e as
informacgdes retiradas da literatura estdo devidamente referenciadas. Esta tese (ou
partes dela) ndo foi apresentada anteriormente para obtencdo de qualquer outro
grau.

G@‘//zgtfé / o T2 D%ca 7_,/4//7/1/’

Gabrlel Toneto DruZian &




Dedico esse trabalho a toda a minha familia,
em especial, a minha mae Susana, meu Pai
Ladmir, minha irm& Leticia e a Mariele pelo

carinho e apoio incondicional



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), ao Programa de Pos-
Graduacao em Quimica (PPGQ) e ao Laboratério de Analises Quimicas
Industriais e Ambientais (LAQIA), pela oportunidade de execucgao deste trabalho.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela bolsa de estudos concedida.

Ao Prof. Dr. Erico Marlon de Moraes Flores, pela orientacdo neste trabalho,
pela amizade, pelas oportunidades, bem como pelo incentivo de crescimento
profissional e pessoal e pelo exemplo de dedicagao profissional.

Ao Dr. Luiz Frederico Rodrigues pela participacdo na banca de defesa,
pelas valiosas sugestdes que contribuiram para o aperfeicoamento deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Sérgio Roberto Mortari pela participacdo na banca de defesa,
pelas valiosas sugestdes e pelo acompanhamento durante o desenvolvimento deste
trabalho.

Ao Prof. Dr. Rodrigo Cordeiro Bolzan pela participacdo na banca de defesa,
pelas valiosas sugestdes para aprimoramento do trabalho, pela amizade e convivio.

Ao Prof. Dr. Edson Irineu Miiller pela participacao na banca examinadora e
pelas valiosas sugestdes que contribuiram para o aperfeicoamento deste trabalho.

As Profs. Dr2. Paola de Azevedo Mello e Dr? Marcia Foster Mesko pela
coorientacdo e por todas as contribuicdes, as quais foram fundamentais para o
desenvolvimento deste trabalho.

A Dr2. Mariele Samuel do Nascimento pelo convivio, pelo auxilio prestado e
pela contribui¢cdo direta durante o desenvolvimento deste trabalho.

Aos colegas e funcionarios do LAQIA/CEPETRO, pelo convivio, amizade e
colaboracéo.

Aos funcionarios da secretaria do PPGQ, Ademir e Miguel, pelo auxilio
durante a execucéao deste trabalho.

A minha mae Susana M. Toneto Druzian, ao meu pai Ladmir Sérgio
Druzian e a minha irma Leticia Toneto Druzian, pelo amor incondicional, pelo

incentivo, e por acreditarem em mim, sempre.



“Ha homens que lutam um dia e sao
bons, ha outros que lutam um ano e
sao melhores, ha os que lutam muitos
anos e sao muito bons, mas ha os que
lutam toda a vida e estes sao
imprescindiveis.”

Bertold Brecht



RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALI"[ICOS E ESTUDO DE
INTERFERENCIAS PARA A DETERMINACAO DE ELEMENTOS
TERRAS RARAS EM SANGUE POR ICP-MS

AUTOR: Gabriel Toneto Druzian
ORIENTADOR: Prof. Dr. Erico Marlon de Moraes Flores

Neste trabalho foram investigados cinco métodos analiticos para a determinagédo de elementos terras
raras (REE) em sangue por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS): /) vaporizacao eletrotérmica e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ETV-ICP-MS), i) digestdo por via umida com aquecimento convencional em sistema aberto (CWD-
0OS), iii) digestao por via umida com aquecimento convencional em sistema fechado (CWD-CS), iv)
digestao por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas em camara unica de reacao (MAWD-SRC)
e v) combustdo iniciada por micro-ondas (MIC). Para os métodos da CWD-OS, CWD-CS, MAWD-
SRC e MIC, os quais utilizaram a nebulizagdo ultrassénica (USN), foi feita uma investigacao
sistematica de possiveis interferéncias para a determinagdo dos REE usando esse sistema de
introducdo de amostra. Foi investigado o efeito da concentracéo de Ca, Fe, K, Mg, Na, C (a partir do
acido citrico, frutose e de digeridos de figado bovino), bem como o efeito da concentragédo de HNO,,
HCl e agua régia. De manelra geral, efeitos de supressao de sinal para todos os REE a partir de 50
mg L' de Nae K, 75 mg L de Ca e 100 mg L' de Mg e Fe foram observados nesse estudo. Na
avaliagdo do efeito do C (proveniente do &acido C|tr|co e da frutose), observou-se aumento na
intensidade do sinal dos REE a partir de 250 mg L". Para a concentracdo de HNOj e agua régia,
observou-se supressao de sinal dos REE a partir de 10 e 20%, respectivamente. Por outro lado, ndo
foram observadas interferéncias na determinacdo dos REE na faixa de 5 a 30% de HCIL
Adicionalmente, foi feito um estudo a partir de dois delineamentos fatoriais completos (2°)
investigando o efeito da concentragdo concomitante de Fe, K e Na e de C, Na e K, respectivamente,
na determinacao dos REE por USN ICP-MS. Foi observado que o somatério das concentragbes de
Na e K (50 mg L™ ) causam interferéncias na terminacédo dos REE. Ainda, estes efeitos de supresséo
causados pelo Na e K, competem com os efeitos de aumento da intensidade de sinal causados pela
presenca de C ( a partir do acido citrico). Os resultados obtidos por digestdo por via Umida assistida
por radiagdo micro-ondas (MAWD) foram utilizados como valores de referéncia para os métodos
analiticos desenvolvidos. Cada método analitico foi otimizado em fungdo de pardmetros
experimentais, como massa de amostra, temperatura, tempo, concentracdo de solucao digestora,
entre outros. Os métodos analiticos investigados foram aplicados para amostras de sangue humano
(amostras A, B e C), sangue bovino e suino (amostra D e E, respectivamente). Ainda, foi utilizada
amostras de figado bovino e suino (amostra F e G, respectivamente), provenientes dos mesmos
animais que forneceram as amostras D e E. Adicionalmente, uma amostra de figado bovino (amostra
H) foi utilizada para os experimentos de interferéncias. Com relagdo a ETV-ICP-MS, independente
das condi¢des experimentais utilizadas, observou-se que este método ndo foi adequado para a
determinagao de REE em sangue, possivelmente devido a dificuldade de separar os REE dos metais
(Fe, Na e K) consituintiuintes do sangue. E importante destacar que a massa de sangue utilizada nos
métodos da CWD-OS, CWD-CS, MAWD-SRC e MIC é dependente da concentragdo de Na e K
presentes em cada amostra, visto as interferéncias observadas no estudo sistematico para a
determinagéao de REE por USN-ICP-MS. O método da CWD-0S, néo foi considerado adequado para
a digestdo de sangue, pois independente da solugdo de digestéo utilizada, obteve-se digeridos com
gordura em suspensao. Por outro lado, o0 método da CWD-CS foi adequado para a digestao de 0,4 g
de sangue liquido usando 5 mL de HNO; 3 mol L' +1 mLde H>05 30%. No método da MAWD-SRC,
foi possivel a digestdo de 2 g de sangue utilizando 6 mL de HNO3; 1 mol L", a 270 °C durante 15 min.
A MIC permitiu a digestao de 0,45 g de sangue utilizando 6 mL de agua régia como solucao
absorvedora. Em vista dos métodos de preparo de amotras desenvolvidos, é importante salientar que
a escolha por cada um deles depende diretamente da concentragdo dos interferentes presente nas
amostras, a frequéncia analitica e a instrumentagao disponivel em cada laboratério.

Palavras-chave: Sangue, Elementos terras raras, Amostragem direta, Preparo de amostras e ICP-
MS.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHOS AND INTERFERENCES STUDY FOR
RARE EARTH ELEMENTS DETERMINATION IN BLOOD BY ICP-MS

AUTHOR: Gabriel Toneto Druzian
ADVISOR: Prof. Dr. Erico Marlon de Moraes Flores

In this work five analytical methods were investigated for rare earth elements determination (REE) in
blood by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS): /) Electrothermal vaporization and
inductively coupled plasma mass spectrometry (ETV-ICP-MS), i) conventional wet digestion in open
system (CWD-OS), ii) conventional wet digestion in clossed system (CWD-CS), iv) microwave-
assisted wet digestion using a single reaction chamber (MAWD-SRC) and v) microwave induced
combustion (MIC). For CWD-0OS, CWD-CS, MAWD-SRC and MIC, which used ultrassonic
nebulization (USN), a systematic investigation of possible interferences for the determination of REE
using this sample introduction system was carried out. The effect of Ca, Fe, K, Mg, Na, C (from citric
acid, fructose and digested bovine liver) concentration were investigated, as well as the effect of the
concentratlon of HNO3, HCI and aqua regia. In general, S|gnal suppression effects for all REE from 50
mg L' of Na and K, 75 mg L' of Ca and 100 mg L Mg and Fe were observed in this study. In
evaluating the C effect (from citric acid and fructose), an increase in the signal intensity of REE was
observed from 250 mg L. For the HNO; and aqua regia concentration, signal suppression of REE
was observed from 10 and 20%, respectively. On the other hand, no interferences were observed in
the determination of REE in the range of 5 to 30% of HCI. Additionally, a study was carried out from
two complete factorial designs (2°) investigating the effect of the concomitant concentration of Fe, K
and Na and of C, Na and K, respectively, in determlnahon of REE by USN-ICP-MS. It was observed
that the sum of Na and K concentrations (50 mg L ) interfere in the determination of the REE.
Furthermore, these suppression effects caused by Na and K compete with the signal intensity
increase effects caused by the presence of C (from citric acid). The obtained results by microwave-
assisted wet digestion (MAWD) were used as reference values for the developed analytical methods.
Each analytical method was optimized as a function of experimental parameters, such as sample
mass, temperature, time, concentration of digested solution, among others. The investigated analytical
methods were applied to human blood samples (samples A, B and C), bovine and pig blood (sample D
and E, respectively). In addition, liver samples of bovine and pig were used (sample F and G,
respectively). from the same animals that provided samples D and E. Additionally, a bovine liver
sample (sample H) was used for the interference experiments. Regarding to ETV-ICP-MS, regardless
of the experimental conditions used, it was observed that this method was not suitable for the
determination of REE in blood, possibly due to the difficulty of separating the REE from the metals (Fe,
Na and K) that are part of the blood. It is important to highlight that the blood mass used in the CWD-
0S, CWD-CS, MAWD-SRC and MIC methods is dependent on he concentration of Na and K present
in each sample, based on the interferences observed on the systematic study for REE determination
by USN-ICP-MS. The CWD-OS method was not considered suitable for blood digestion because
regardless of the digestion solution used, it was obtained digests with fat in suspension. On the other
hand the CWD-CS method was suitable for the digestion of 0.4 g of liquid blood using 5 mL of 3 mol
L' HNO; + 1 mL of 30%H,0.. In the MAWD-SRC method, it was possible to digest 2 g of blood using
6 mL of 1 mol L™ HNOj; at 270 °C for 15 min. The MIC allowed the digestion of 0.45 g of blood using 6
mL of aqua regia as an absorbing solution. In view of the developed sample preparation methods, it is
important to emphasize that the choice for each one depends directly on the concentration of the
interfering metals in each sample, the analytical frequency and the instrumentation available in each
laboratory.

Keywords: Rare earth elements, Direct sampling, Sample preparation and ICP-MS.
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Efeito da concentracdo de Fe na determinacdo de REE (250 ng L)
por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia
em 100% com a concentracdo da solucado de referéncia contendo
todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de
tolerancia estipulado €m 10%......coouueiiiiiiiiieee e

114

114

116

119

120

122

124

126



Figura 33 -

Figura 34 -

Figura 35 -

Figura 36 -

Figura 37 -

Figura 38 -

Figura 39 -

Figura 40 -

Figura 41 -

Figura 42 -

Deposito de Fe nos cones de amostragem e Skimmer. A) Cone de
amostragem antes dos experimentos de interferéncias, B) cone de
amostragem apds os experimentos de interferéncias, C) cone
Skimmer antes dos experimentos de interferéncias e D) cone
Skimmer ap6s os experimentos de interferéncias................cceeeeeeinens

Efeito da concentracao de C (a partir do acido citrico na determinacao
de REE (250 ng L") por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua
representa a concordancia em 100% com a concentracao da solugéo
de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.......ccccceeuneeee.

Efeito da concentracdo de C a partir da frutose na determinacao de
REE (250 ng L) por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa
a concordancia em 100% com a concentragdo da solucdo de
referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
representam  0os niveis de tolerdncia  estipulado em

A) Depésito de C a partir do uso da frutose no tubo injetor do
equipamento de ICP-MS e B) Detalhe da deposicdo de C no tubo
1= 0 PSP PR

A) Figado bovino in natura, B) mistura contendo aproximadamente 3
g de figado e 6 mL de HNO3; 14 mol L™ C) solucdo obtida apés a
digestao por CWD-OS........oo e

Concentracdo de Ca, Fe, K, Mg, Na (linhas) e C (barras), em mg L™,
nas solucbes utilizadas para os experimentos de interferéncias a
partir de digeridos de figado bovino, obtidas por ICP-OES (n=3)..........

Efeito da concentracéo de C (a partir de digeridos de figado bovino)
na determinacdo de REE (250 ng L) por USN-ICP-MS (n=5). A linha
continua representa a concordancia em 100% com a concentragao da
solugéo de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.......ccccceeuneeee.

Delineamento fatorial completo para avaliacdo do efeito da
concentragdo de Fe, K e Na na determinagéo de REE (250 ng L") por
USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em
100% com a concentragdo da solucdo de referéncia contendo todos
os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia
eSHPUIAA0 BM 100 .uuiiiiiiiiieee e

Delineamento fatorial completo para avaliacdo do efeito da
concentracdo de K, Na e C na determinacdo de REE (250 ng L) por
USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em
100% com a concentracdo da solucao de referéncia contendo todos
os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia
estipulado €M 10%o..ccui i

Efeito da concentracdo de HNO3; na determinagédo de REE (250 ng L
') por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia
em 100% com a concentracdo da solucao de referéncia contendo
todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de
tolerancia estipulado €M 10%.......cccueiiiieieeeiieeee e
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Figura 43 -

Figura 44 -

Figura 45 -

Figura 46 -

Figura 47 -

Figura 48 -

Figura 49 -

Figura 50 -

Figura 51 -

Figura 52 -

Figura 53 -

Efeito da concentragdo de HCI na determinacdo de REE (250 ng L)
por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia
em 100% com a concentracdo da solucao de referéncia contendo
todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de
tolerancia estipulado €M 10%......ccccueiiiieieieiieeee e

Efeito da concentracdo de agua régia na determinacao de REE (250
ng L7) por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a
concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia
contendo todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis
de tolerancia estipulado €mM 10%.......eeeeeieeiiiieeeeeeeiiieieeeeeccceeeee e

Efeito da concentracdo de K na determinacdo de REE (250 ng L)
por ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em
100% com a concentracdo da solucao de referéncia contendo todos
os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia
estipulado €M 10%%..ccui e

Efeito da concentracdo de Na na determinacdo de REE (250 ng L)
por ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em
100% com a concentracdo da solucao de referéncia contendo todos
os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia
estipulado €M 10%%..ccei e

Efeito da concentracdo de C (a partir do &cido citrico) na
determinacdo de REE (250 ng L") por ICP-MS (n=5). A linha
continua representa a concordancia em 100% com a concentragao da
solugéo de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.......ccccceeuneeee.

Concentracdo de Ca, Fe, K, Mg, Na (linhas) e C (barras), em mg L™,
nas solucbes utilizadas para os experimentos de interferéncias a
partir de digeridos de figado bovino, obtidas por ICP-OES (n=3)..........

Efeito da concentracdo de C (a partir de digeridos de figado bovino)
na determinacdo de REE (250 ng L") por ICP-MS (n=5). A linha
continua representa a concordancia em 100% com a concentragéo da
solugéo de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%........cccceeeuneee.

Aspecto dos digeridos de sangue obtidos ap6s CWD-OS usando A) 5
mL de HNO3 1 mol L™ + 1 mL de H»0» 30%, B) 6 mL de HNO3z 1 mol
L™, C) 6 mL de HNO3 3 mol L™, D) 6 mL de HNO35 mol L™, E) 6 mL
de HNOg 7 mol L™, F) 6 mL de HNO3 10 mol L™ e G) 6 mL de HNO;
1 3 4T 1 RO UURUUPPPRRRPPPNt

Digestdo de sangue na presenca de H»O.. A) 0,4 g de sangue e B)
0,4 gde sangue e 1 mL de HoO230%....cceeieieeieeeeeeieeeeieieeeeecccevee

Concentragao de C (barras) e concentragdao de HNOj3 (linha) presente
nos digeridos obtidos ap6s CWD-OS. Condi¢des: 0,4 g de sangue, 6
mL de HNO3; e 40 min a 120 °C. As barras representam o desvio
[oF=To L= Lo (g EiC 3 TSP

Aspecto dos digeridos de sangue obtidos apdés CWD-CS usando A) 6
mL de HNO3 1 mol L™, B) 6 mL de HNO3 3 mol L™, C) 6 mL de HNO3
5 mol L, D) 6 mL de HNO37 mol L', E) 6 mL de HNO3; 10 mol L™ e
F) 6 ML de HNO3 14 MOl L .o
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Figura 54 -

Figura 55 -

Figura 56 -

Figura 57 -

Figura 58 -

Figura 59 -

Figura 60 -

Figura 61 -

Figura 62 -

Figura 63 -

Concentracao de C (barras) e concentragao de HNOj3 (linha) presente
nos digeridos obtidos ap6s CWD-CS. Condicbes: 0,4 g de sangue, 6
mL de HNO3; e 40 min a 200 °C. As barras representam o desvio
[oF=To L= Lo (g B 3 TSP

Aspecto dos digeridos de sangue obtidos apdés CWD-CS usando : A)
5 mL HNOs; 1 mol L™ + 1 mL H»0, 30%, B) 5 mL HNO3 3 mol L™ + 1
mL Hx02 30%, C) 5 mL HNO3; 5 mol L' + 1 mL H,O, 30%, D) 5 mL
HNO3 7 mol L™ + 1 mL H»0 30%, E) 5 mL HNO3 10 mol L™ + 1 mL
H202 30% e F) 5 mL HNO3 14 mol L™ + 1 mL Hz02 30%.....ococveuennnen

Concentracao de C (barras) e concentragcdo de HNOs (linha) presente
nos digeridos obtidos ap6s CWD-CS. Condicoes: 0,4 g de sangue, 5
mL de HNO3 1 a 14 mol L' + 1 mL de H»0; e 40 min a 200 °C. As
barras representam 0 desvio Padrao (N=3)........ceeeeeeieiiiiieeeeeeeieeneninnnns

Avaliacdo da sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS na
determinacdo de REE (250 ng L") ao longo do tempo a partir de
digeridos de sangue obtidos por CWD-CS (n=5). A linha continua
representa a concordancia em 100% com a concentracdo da solugéo
de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%. Condicdes:
0,4 g de sangue e 5 mL de HNOz 1 mol L™ + 1 mL de H,0,30%..........

Avaliacdo da sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS na
determinacdo de REE (250 ng L") ao longo do tempo a partir de
digeridos de sangue obtidos por CWD-CS (n=5). A linha continua
representa a concordancia em 100% com a concentracdo da solugéo
de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%. Condicdes:
0,4 g de sangue e 5 mL de HNO3 3 mol L™ + 1 mL de H05 30%.........

Avaliacdo da exatiddo do método da CWD-CS na determinacdo de
REE (250 ng L) (n=5). A linha continua representa a concordancia
em 100% com a concentracdo da solucado de referéncia contendo
todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de
tolerancia estipulado em 10%. Condicdes: 0,4 g de sangue e 5 mL de
HNOs;1 mol L™ e 0,4 g de sangue e 5mL de HNOz3 mol L™................

Concentragdo de carbono (barras) e concentracdo de HNOj; (linha)
presente nos digeridos obtidos apés a MAWD-SRC usando massas
de sangue na faixa de 0,4 a 2,0 g. Condicoes: 6 mL de HNO3; 14 mol
L', 270 °C e 20 min na temperatura maxima. As barras de erros
representam 0 desvio Padrao, N=3.......cccccueiiiiiiiiiiiiieeeeee e

A) Aspecto dos digeridos de sangue apés MAWD-SRC usando 0,4 1g
de sangue e B) 2,0 g de sangue. Condicao: 6 mL de HNO3 14 mol L™,
270°C €20 MiN €M 270 °C..eeeiiieeeeeeeeeee e
Aspecto dos digeridos de sangue obtidos ap6s MAWD-SRC usando
A) 6 mL de HNO3 1 mol L™, B) 6 mL de HNO3 14 mol L. Condicao:
0,4 g de sangue, 270 °C e 20 min na temperatura maxima...................
Concentragao de carbono (barras) e concentragcdo de HNOj (linha)
presente nos digeridos obtidos ap6s a MAWD-SRC usando 6 mL de
HNOs 1 a 14 mol L. Condigdo: 0,4 g de sangue, 270 °C e 20 min em
270°C. As barras de erros representam o desvio padréo, n=3..............
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Figura 64 -

Figura 65 -

Figura 66 -

Figura 67 -

Figura 68 -

Figura 69 -

Figura 70 -

Figura 71 -

Figura 72 -

Figura 73 -

Aspecto dos digeridos de sangue obtidos apés MAWD-SRC usando:
A) 200, B) 220, C) 250 e D) 270 °C. Condicao: 0,4 g de sangue, 6 mL
de HNO3z 1 mol L e 20 min em cada temperatura.............cccocevevevennn...

Concentragdo de carbono (barras) e concentragdao de HNOj (linha)
presente nos digeridos obtidos apdés a MAWD-SRC usando 200, 220,
250 e 270 °C Condicdo: 0,4 g de sangue, 6 mL de HNO3 1 mol L™ e
20 min em cada temperatura. As barras de erros representam o
(o [T VA To T o= To [~ Lo TR 0 Ei SRS

Avaliacdo da resposta do equipamento de USN-ICP-MS na
determinacdo de REE (250 ng L") ao longo do tempo a partir de
digeridos de sangue (n=5). A linha continua representa a
concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia
contendo todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis
de tolerancia estipulado em 10%. Condiigdo: 0,4 g de sangue e 6 mL
de HNO3 1 mol L, temperatura de 250 °C e 20 min na temperatura
MAXIMIA. ....ce e et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeee e s s e eeeeaaeaeseeseeressnssnnnnnanannnn

Avaliacdo da exatidao do método da MAWD-SRC na determinagéo de
REE (250 ng L) (n=5). A linha continua representa a concordancia
em 100% com a concentracdo da solucado de referéncia contendo
todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de
tolerancia estipulado em 10%. Condicéo: 0,4 g de sangue e 6 mL de
HNO3 1 mol L™ e 20 min em cada temperatura...........ccccceueeeeeereeeeean.

Aspecto dos digeridos de sangue obtidos ap6s MAWD-SRC usando
A) 5, B) 10, C) 15 e D) 20 min. Condicao: 0,4 g de sangue, 6 mL de
HNO3 1 MOl L €270 2C....eeiceeeeeeeeeeeeeceeeeee e,

Concentracao de carbono (barras) e concentragcdo de HNOj (linha)
presente nos digeridos obtidos apés a MAWD-SRC usando 5, 10, 15
e 20 min na temperatura maxima de digestdo. Condicéo: 0,4 g de
sangue, 6 mL de HNO; 1 mol L' e 270 °C. As barras de erros
representam 0 desvio Padrao, N=3........cui i
Absorcao de sangue no papel de DBS A) apo6s a pesagem e B) apds
a secagem do sangue absorvido no papel de DBS...........ccccceeviiiineen.
Aspecto dos digeridos de sangue obtidos apés MIC. Condicao: 0,45 g
de sangue e 6 mL de HNOs; 14 mol L' usado como solugdo
=L 010 V7= Yo (0] - VRSP

Avaliagdo da concentragdo de HNO;3; na determinacao de REE por
USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em
100% com a concentracdo da solucao de referéncia contendo todos
os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia
estipulado em 10%. Condicdo: 0,4 g de sangue contendo 250 ng L™
dos REE €6 ML de HNOg...cccoooi i

Avaliacdo da presenca de HCI na determinacdo de REE por USN-
ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em 100%
com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE
e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado
em 10%. Condicao: 0,4 g de sangue contendo 250 ng L™ dos REE e 6
ML de SOlUGA0 abSOrVedOra........uueeiiiiiiiiiiieeeeee e
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Figura 74 -

Avaliacdo da concentracdo de agua régia na determinacao de REE
por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia
em 100% com a concentracdo da solucao de referéncia contendo
todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de
tolerancia estipulado em 10%. Condi¢éo: 0,4 g de sangue contendo
250 ng L™ dos REE e 6 mL de solugdo absorvedora...............ccccv.vun....
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CRM, material de referéncia certificado, do inglés, certified reference material

CWD-OS, Digestao por via umida com aquecimento convencional em sistema aberto, do
inglés, conventional wet digestion in open system

CWD-CS, Digestao por via umida com aquecimento convencional em sistema fechado, do
inglés, conventional wet digestion in clossed system

d.i., didmetro interno

ETV, vaporizagcao eletrotérmica, do inglés, electrothermal vaporization

EU-OSHA, Agéncia Européia para a Seguranca e Saude no Trabalho, do inglés, European
Agency for Safety and Health at Work

ICP-MS, espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, do inglés,
inductively coupled plasma mass spectrometry

ICP-OES, espectrometria de emissao éptica com plasma indutivamente acoplado, do inglés,
inductively coupled plasma optical emission spectrometry

LOD, limite de deteccao, do inglés, limit of detection

LOQ, limite de quantificagao, do inglés, limit of quantification

MAWD, digestdo por via umida assistida por radiagdo micro-ondas, do inglés, microwave-
assisted wet digestion

MAWD-SRC, digestao por via umida assistida por radiagdo micro-ondas em camara unica
de reacao, do inglés, microwave-assisted wet digestion in a single reaction chamber

MIC, combustdo iniciada por radiagdo micro-ondas, do inglés, microwave-induced
combustion

NAA, anadlise por ativagao neutrénica, do inglés, neutron activation analysis

PTFE, politetrafluoretileno

REE, elementos terras raras, do inglés, rare earth elements

RSD, desvio padréo relativo, do inglés, relative standard deviation

USN, nebulizador ultrassénico, do inglés, ultrassonic nebulizer
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1 INTRODUCAO

O sangue é um tecido fluido formado pelo plasma e por uma fragédo celular. O
plasma é constituido por agua, nutrientes, agucares, proteinas, gorduras, gases e
outros fons (como Na*, Ca*?, Mg*?, K*, CI" e CO5? por exemplo)'®. A fracdo celular,
por sua vez, encontra-se suspensa no plasma e é constituida basicamente por
glébulos brancos, vermelhos e as plaquetas, dentre outros componentes.
Adicionalmente, dentre alguns elementos essenciais ao organismo (como Na e K,
por exemplo), o sangue pode conter pequenas quantidades de elementos terras
raras (REE): Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Tb, Tm, Y e Yb.

No que se refere a presenca de REE no sangue, estes elementos podem
causar problemas ao organismo humano, mesmo quando presentes em baixas
concentracdes. Dentre esses problemas, pode-se citar alteracbes na funcéo
hepatica, inibicdo de algumas enzimas (como a Ca*? — ATPase, por exemplo),
substituicdo de Ca*? por La*? em sistemas bioldgicos e danos aos cromossomos dos
linfocitos sanguineos*”’. Por isso, é importante o conhecimento da concentracéo de
REE em amostras de sangue. No entanto, embora o sangue seja constituido
majoritariamente por agua (mais de 70%) e essa propor¢ao varie pouco, outras
caracteristicas como, por exemplo, a presenga de gordura, além de altos teores de
sais de Na, Fe, K e Ca, dentre outros, o torna uma amostra bastante complexa.
Devido a complexidade da matriz e das, normalmente, baixas concentracdes dos
REE no organismo (dependendo dos hébitos de cada individuo, atividade
profissional ou regido), torna-se desafiadora a determinacdo de REE neste tipo de
amostra*®?.

As técnicas analiticas de deteccao usualmente utilizadas para a determinacgéao
de REE em diversas amostras sdo a andlise por ativacdo neutronica (NAA)® a
espectrometria de emissdao O6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES)'®" e a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS)12’13.

Em relacdo a determinacdo de REE, diversas interferéncias podem ocorrer,
no caso da técnica de ICP-OES, devido a sobreposicdo das linhas de emissao,
fazendo com que esta técnica, embora multielementar, ndo seja a mais adequada
para a determinacao de REE. A técnica de ICP-MS, por sua vez, torna-se a melhor
opc¢ao, devido a sua capacidade multielementar, baixos limites de quantificacdo e
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elevada sensibilidade. No entanto, utilizando a técnica de ICP-MS, interferéncias
também podem ser observadas durante a determinagdo dos REE utilizando o
sistema nebulizacdo convencional (nebulizador concéntrico), principalmente quanto
a formacao de 6xidos. Neste caso, sdo necessarios nebulizadores com sistema de
dessolvatagdo, com o objetivo de eliminar o solvente, minimizando estes efeitos. No
entanto, independentemente do nebulizador utilizado, é necessario que a amostra
seja convertida em uma solugdo adequada para a sua introducdo no
equipamento’®'4.

De maneira geral, os métodos de preparo de amostras tém por finalidade
converter a amostra em uma solucdo adequada as técnicas analiticas de
determinacdo. Durante o desenvolvimento de um método de preparo de amostra,
alguns aspectos precisam ser considerados como, por exemplo, a simplicidade, o
uso de volume reduzido de reagentes concentrados (ou uso de solug¢des diluidas), a
possibilidade de utilizacdo de métodos que proporcionem maior frequéncia analitica
e a minimizacado de interferéncias na técnica analitica selecionada, entre outros.
Além disso, os métodos de preparo de amostras tornam-se mais atrativos com o uso
de elevadas massas de amostra, o que facilita a determinacdo dos analitos em
menores concentracdes .

Dentre os métodos de preparo de amostras mais utilizados para amostras
biologicas e posterior determinagdo de REE, podem ser destacados os métodos de

extragdo e pré-concentragéo'®' 20,21

, métodos de digestao e a decomposigao por via
seca em forno tipo mufla?’. Nos métodos de extracdo, uma atencdo especial deve
ser dada as resinas e colunas trocadoras, de modo que essas sejam seletivas para o
maior numero possivel de REE. Ainda, o uso de solventes organicos nos métodos
de extracdo (como Triton X-100), tornam essas metodologias desvantajosas,
principalmente no que se refere as interferéncias durante a etapa de determinacao
quando as técnicas e ICP-MS e ICP-OES sao utilizadas. Desta forma, muitas vezes,
é necessaria uma etapa de clean up dos extratos'”'®. De modo geral, é importante
ressaltar que poucos sao os trabalhos que abordam a influéncia da presenca de Fe,
Na e K (principais metais presentes em matrizes bioldgicas) durante a etapa de
preparo da amostra e na etapa de determinacdo dos REE'®"’.

Com respeito a andlise direta de amostras, o uso de métodos analiticos que
utilizam sistemas de ETV (acoplado as técnicas de ICP-OES e ICP-MS), é

considerado como uma opg¢ao adequada para a determinacdo de REE em sangue,
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visto que pequenas massas de amostra podem ser utilizadas e, mesmo assim,
baixos limites de quantificacdo (LOQs) podem ser obtidos. Além disso, nos métodos
que envolvem a amostragem direta de amostras, ha um minimo manuseio da
amostra e os resultados sdo obtidos de maneira mais rapida, visto que nao é
necessario o tempo destinado & etapa de preparo de amostra®>2°.

Tendo em vista a complexidade do sangue e a necessidade do
desenvolvimento de protocolos analiticos adequados, o objetivo do presente estudo
foi a investigacdo de métodos analiticos para a determinacdo de REE (com excecéao
de Sc e Pm) em sangue. Dessa forma, neste trabalho, os seguintes métodos
analiticos foram investigados:

i) Vaporizagao eletrotérmica e espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ETV-ICP-MS),

i) Digestao por via imida com aquecimento convencional em sistema aberto (CWD-
0OS) e USN-ICP-MS,

iii) Digestdo por via umida com aquecimento convencional em sistema fechado
(CWD-CS) e USN-ICP-MS,

iv) Digestao por via umida assistida por radiagdo micro-ondas em camara unica de
reacdo (MAWD-SRC) e USN-ICP-MS, e

v) Combustao iniciada por radiagdo micro-ondas (MIC) e USN-ICP-MS.

Adicionalmente, foi feita a avaliacdo de possiveis interferéncias na
determinacao de REE (exceto Sc e Pm) por USN-ICP-MS:

) Efeito da concentracdo de C a partir do acido citrico e da frutose
(25 a 5000 mg L),
i) Efeito da concentragdo de C a partir de digeridos de figado bovino (25 a
5000 mg L),
iii) Efeito da concentragdo de Ca, Fe, K, Mg e Na (25 a 1000 mg L™,
iv) Delineamento fatorial completo 2% — Efeito da concentragdo de Fe, Na e K (em
solucdo de HNO3 5%),
V) Delineamento fatorial completo 2% — Efeito da concentragdo de Na, K e C (em
solucdo de HNO3; 5%) e,
vi) Efeito da concentracao de HNOs, HCI e agua régia.

A exatiddao dos métodos analiticos investigados foi avaliada através da
comparacao entre os resultados obtidos empregando o método da digestao por via
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Umida assistida por micro-ondas (MAWD)? e, também, por meio de experimentos de
recuperacao através da adicao de REE na amostra.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera feita uma breve revisdo da literatura na qual serdo
abordados os aspectos gerais sobre a determinacdo de REE, bem como a
importancia da determinacdo desses elementos em sangue. Posteriormente, serdo
descritos 0s principais métodos de preparo de amostras utilizados e, ao final, serdo
apresentadas as principais técnicas analiticas utilizadas para a determinacdo de
REE.
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2.1 SANGUE: COMPOSICAO E FUNCIONALIDADES

O sangue é formado por uma fracdo celular (sélida), a qual circula em
suspensao no plasma sanguineo (liquido). Essa fracdao celular corresponde a
aproximadamente 45% da massa sanguinea total e engloba os glébulos vermelhos
(eritrécitos), as plaquetas (trombdcitos) e os glébulos brancos (leucécitos). O plasma
sanguineo, por sua vez, corresponde aos 55% restantes da massa sanguinea e é
constituido, basicamente, por agua (aproximadamente 92%), além de proteinas,
nutrientes, sais minerais, hormonios, produtos metabdlicos e gases (02 e CO,)"2.

Cada constituinte do sangue desempenha fungdes importantes no organismo.
Os glébulos brancos, por exemplo, apresentam como principal funcdo a defesa do
organismo contra o ataque de agentes estranhos, sejam eles micrébios ou toxinas.
No interior dos glébulos vermelhos encontra-se a hemoglobina, a qual responsavel
pelo transporte do oxigénio dos pulmdes para os tecidos e pela retirada do gas
carbdnico para ser eliminado pelos pulmdes. Ja as plaquetas, estdo diretamente
envolvidas no processo de coagulacdo sanguinea'?. Dentre as proteinas presentes
no sangue, as mais importantes correspondem ao fibrinogénio (essencial na
formacao dos coagulos), a albumina (a qual mantém os niveis de liquido nos vasos
constantes) e as globulinas (as quais dao suporte para anticorpos, ajudando,

portanto, no processo de defesa do organismo)?’.

2.2 USO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS PARA EXAMES LABORATORIAIS

De maneira geral, para verificar o estado de saude de um paciente ou o
diagnéstico de possiveis doencas, os laboratorios de andlises clinicas utilizam
diversas amostras biol6gicas, como sangue, urina, fezes, esperma ou fragmentos de
pele, por exemplo. Dentre estas amostras, o0 sangue € uma das mais utilizadas, uma
vez que, visto que 0s vasos sanguineos estdo conectados ao longo de todo o
organismo, este tecido pode sinalizar de maneira precisa eventuais alteragdes nos
organismos vivos. Dentre os tipos de exames de sangue, o hemograma é um dos
mais solicitados pelos médicos e, geralmente, utiliza-se 0 sangue venoso para essa
finalidade®°,

Na coleta de sangue venoso a amostragem é feita por venopungédo, com o

auxilio de agulhas conectadas a seringas. Utilizando esta técnica de coleta, os
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acessos ao sangue do organismo correspondem, geralmente, as veias cubital
mediana, cefdlica e basilica, as quais se localizam nos membros superiores
(bracos)®'. Outra técnica utilizada para a coleta de sangue é a amostragem de
sangue seco em papel (do inglés, Dried Blood Spot, DBS). Esse procedimento &
considerado mais simples e requer um volume pequeno de sangue. Nesta técnica, o
sangue é coletado utilizando dispositivos chamados de lancetas, e entdo, inserido
em um papel filtro (especifico para esse procedimento) para a secagem. Neste caso,
diferentemente da venopuncgao, a coleta é normalmente feita na extremidade do
dedo, lébulo da orelha e/ou calcanhar, em um procedimento rapido e pouco

invasivo®%2,

2.3 ELEMENTOS TERRAS RARAS EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

Atualmente, é bem estabelecida a importancia dos REE, principalmente para
as areas tecnoldgicas e geoldgicas. Os REE sao usados para a produgéo de /asers,
lentes, super imas, sensores, chips, ceramicas e condutores, dentre outros
componentes industriais. Adicionalmente, os REE podem fornecer importantes
informagdes nos processos geoldgicos e ambientais. Ainda, os REE podem ser
adicionados como suplementos alimentares para animais (coelhos, porcos, galinhas
e patos, por exemplo), melhorando o crescimento dos mesmos®*22.

Além das aplicagdes supracitadas, os REE sdo bastante utilizados na
medicina. O La, por exemplo, pode ser usado para a producdao de farmacos com
acao anticoagulante e antiemética (evitar vémitos). Ainda, o Lax(COs); pode ser
utiizado em pacientes com insuficiéncia renal crénica que realizam hemodialise,
enquanto que sais de La (Lax(COs3); e misturas com citrato de lantanio podem ser
utilizados para o tratamento da osteoporose. No caso do Gd, complexos deste
elemento podem ser utilizados como agente de contraste para exames de
ressonancia magnética®. Entretanto, muitas vezes, esses farmacos podem conter
outros REE (Eu, Ho, La, Tm, Y, por exemplo) como contaminantes®®4%43,

Com relacdo a exposicao do organismo humano, cabe ressaltar que a
atuacao profissional pode ser uma possivel fonte de exposicdo aos REE. Alguns
exemplos se referem aos profissionais de dareas de mineragdo, agricultura,
profissionais da litografia (tipo de gravura que envolve a criagdo de desenhos sobre

uma pedra calcaria com um lapis gorduroso)**, dentre outras. Somando-se a isto,
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em algumas regides (predominantemente no continente africano) existe a pratica da
geofagia. Nesta pratica, os individuos possuem o habito de comer substancias
terrestres (como terra e argila) para a reposi¢cao de nutrientes e/ou limpeza do
organismo. Dessa forma, embora seja um ato cultural, esse habito pode ser uma
possivel fonte de exposicdo dos REE aos humanos®8414°.

Embora ndo sejam bem conhecidos os efeitos prejudiciais dos REE aos
sistemas bioldgicos, varios estudos nessa area foram desenvolvidos e muitos outros

ainda precisam ser investigados™’?"%%,

No entanto, alguns destes estudos
apontam efeitos negativos causados pelos REE ao organismo. Dentre esses, tem
sido amplamente relatada a substituicdo de fons Ca*? pelos ions La*®, devido as
suas similaridades de raios ibnicos, em muitas proteinas (incluindo enzimas) e em
membranas celulares*®. Os ions Ca*? sdo essenciais para o movimento dos
espermatozdides e essa substituicdo pode alterar a mobilidade destes, afetando os
processos de fertilizagdo?'. Outros estudos apontam que o Gd, quando presente no
figado, pode inibir seletivamente as células Kuffer (capazes de eliminar substancias
estranhas presentes no sangue), além de diminuir a atividade do citocromo P450
(grupo de enzimas que atua no metabolismo de medicamentos na desativagdo de
toxinas e pela sintese de hormoénios esterdides e de acidos graxos) nos
hepatécitos®. Especialmente os fons La*™ e Gd*3, podem bloquear varios canais para
o transporte de Ca*? no organismo e os fons Dy** e La** podem bloquear o
funcionamento da Ca*>-ATPase e da Mg*>-ATPase>53®# Além disso, os REE
podem causar a pneumoconiose (doenca pulmonar causada pela inalacao de
particulas inorganicas), bem como afetar a memoria e a taxa de aprendizado devido
a supressao de alguns receptores membranosos®®48.,

Com relagcéao aos problemas supracitados, varios estudos tem correlacionado
a presenca de REE a possiveis doencas ou, simplesmente, tém demonstrado a
importancia deste assunto na area da medicina. De acordo com um desses
estudos®®, pacientes que utilizaram contrastes & base de Gd, apresentaram teores
desse elemento de 1000 a 1700 vezes maior do que 0s teores normais em 0Ss0S €
tecidos corticais (localizados no cérebro), mesmo oito anos apés a utilizacdo do
farmaco. Outro estudo® mostrou que h& uma probabilidade de pessoas com tumor
cerebral apresentarem maior concentragcao de La, Ce, Gd e Lu no tecido cerebral
afetado do que no tecido cerebral saudavel. Isto foi vinculado ao possivel aumento

da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) causado pela presenca de
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REE no organismo. Dessa forma, pode ocorrer a alteracdo do funcionamento de
enzimas, as quais estao associadas ao estresse oxidativo e do metabolismo lipidico,
aumentando a formacao de micronucleos, aberracbes cromossémicas e o indice
mitotico (medida do crescimento de células cancerigenas), bem como a inducéo da
proliferacdo celular, entre outros efeitos.*%’

Considerando a diversidade das fontes de REE, a possibilidade de
contaminagdo humana, bem como os graves problemas causados pelos REE no
organismo, a Agéncia Européia para a Seguranca e Saude no Trabalho (European
Agency for Safety and Health at Work - EU-OSHA) incluiu os REE como os “Riscos
Novos e Emergentes para a Seguranca e Sautde Ocupacional™®®. Por isso, torna-se
necessaria a determinacdo destes elementos em amostras bioldgicas. Neste
contexto, sdo requeridas metodologias analiticas rapidas, confiaveis, de baixo custo,
com baixo consumo de reagentes e, principalmente, sem interferéncias durante a
determinacao desses elementos em baixas concentracdes. Assim, considerando que
0 sangue & um tecido que esta conectado ao longo de todo o organismo, esse tipo
de amostra pode sinalizar de maneira precisa a presenga de REE no organismo.

2.4 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A POSTERIOR
DETERMINACAO DE REE EM SANGUE

Previamente a determinacdo dos REEs utilizando as técnicas de USN-ICP-
MS e ICP-MS (no modo de nebulizagdo convencional), é necessaria uma etapa de
preparo da amostra para melhorar a compatibilidade a técnica de determinacéo. E
importante enfatizar que essa etapa é considerada a mais critica da sequéncia
analitica, pois é onde costumam ocorrer muitos erros sistematicos. Para a escolha
de um método de preparo de amostra adequado deve-se levar em consideracao
alguns fatores, principalmente os que se referem a composicdo da matriz e os
analitos a serem determinados. Adicionalmente, métodos que fornecam resultados
exatos, que sejam simples, rapidos e, preferencialmente, que utilizem volume
reduzido de reagentes ou solugdes diluidas sdo requeridos'>**>°. Além disso, a
possibilidade do uso de elevada massa de amostra torna o método adequado
quando se requer a determinacdo dos elementos em baixas concentracbes (na
ordem de ug ou ng g™).



45

No caso do sangue, embora este seja constituido majoritariamente por agua
(mais de 70%) e essa propor¢do varie pouco, outras caracteristicas como, por
exemplo, a presenca de gordura, além de altos teores de Na, Fe, K e Ca, dentre
outros, o torna uma amostra bastante complexa'?%. Dessa forma, h4 o interesse no
desenvolvimento de métodos de preparo de amostras que possibilitem o uso de
elevada massa de amostra e, por consequéncia, diminuindo os limites de
quantificacao (LOQs), o que é importante em se tratando da determinacdo de REE
em sistemas biolégicos.

Dentre os métodos de preparo de amostras mais utilizados para amostras
biolégicas e posterior determinacdo de REE estdo os métodos de extracdo e pré-

16-18 20,21 56-58

concentracao ~'°, métodos de digestao e métodos de combustao.

2.4.1 Métodos de extracao

Os métodos de que envolvem a extracao sao bem conhecidos. Basicamente,
os métodos de extracdo consistem em remover os analitos de uma fase soélida ou
liguida de maior volume para uma fase de menor volume ou, ainda, remover 0s
componentes majoritarios dos secundarios>°%°,

Especificamente para REE, os métodos de extragcdo que posibilitam a pré-
concentracao sao atrativos, visto que esses elementos geralmente se encontram em
baixas concentracbes em amostras biologicas. Dessa forma, os LOQs obtidos
podem ser melhorados, dependendo do fator de pré-concentracdo de cada

61,62

método Dentre os métodos de extracdo mais utilizados para a posterior

determinagdo de REE, pode-se citar a extragdo liquido-liquido (LLE)®®, extracdo em

10,64 17,65

ponto nuvem (CPE)'%® extracdo em fase solida (SPE)'"°, troca ionica®', co-

precipitacdo®®, extracio liquido-liquido dispersiva (DLLME)®%%” e a extracdo assistida
por ultrassom (UAE)3*€8,

No entanto, algumas vezes os métodos de extracdo apresentam algumas
desvantagens e, dessa forma, ndo sdo considerados adequados. Uma das maiores
desvantagens ocorre devido ao uso de elevadas quantidades de reagentes
organicos, como Triton X-114'°, dodecan-1-ol,®° 4cido di(2-etil hexil) fosférico'® e 8-
hidréxiquinolina'®, por exemplo. A elevada carga organica na solucéo final é uma
desvantagem principalmente no que se refere as interferéncias oriundas do carbono

durante a etapa de determinacdo de alguns analitos, ainda mais quando técnicas
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baseadas em plasma séo utilizadas®. Nestes casos, muitas vezes é necessaria uma
etapa de clean up, tornando o método moroso'”'°. Ainda, muitas vezes, dependendo
da amostra e dos analitos, a extracao pode ndo ser quantitativa, quando comparada,
por exemplo, aos métodos de digestao®°.

2.4.2 Digestao por via umida

A digestédo por via umida caracteriza-se pelo aquecimento das amostras na
presenca de acidos minerais concentrados ou diluidos®. A matriz é oxidada e os
analitos permanecem em solucdo, na forma de ions inorganicos. Este é um dos
métodos de preparo de amostras mais utilizados para a posterior determinacéo de
metais (por ICP-OES e ICP-MS), incluindo os REE, em varios tipos de amostras
(tanto as organicas, como as inorganicas). O HNO3; é o reagente oxidante mais
frequentemente utilizado para a digestdo de amostras orgéanicas. No entanto, o HCI,
HCIO4 e 0 HoSO4 (ou uma combinagdo deles) também podem ser utilizados. Em
relacdo ao uso do HCIO,4, é importante ressaltar o seu alto poder oxidante, quando
utilizado de forma concentrada e aquecida. Entretanto, devido ao risco de explosodes,
esse acido tem sido atualmente evitado. Para o caso de amostras inorganicas,
misturas de HNOj3 e HF geralmente sdo utilizadas’®"2.

Os métodos de digestdo podem ser executados em sistemas abertos ou
fechados e o aquecimento pode ser aplicado de modo condutivo ou por micro-
ondas'>**"®, Embora sejam relativamente mais baratos e permitam maior frequéncia
analitica (quando comparado aos sistemas fechados), os sistemas abertos possuem
inUmeras desvantagens, como a possibilidade de perdas de analitos pela formacgéo
de espécies volateis e a susceptibilidade a contaminacdo cruzada durante o
procedimento. Ainda, a principal desvantagem relacionada aos sistemas abertos se
refere a temperatura maxima alcancada durante a digestao, a qual é limitada pela
temperatura de ebuligdo do acido utilizado. Quando utilizado o HNO3 concentrado,
por exemplo, a temperatura aplicada se limita a cerca de 120 °C. Neste caso, uma
digestdo incompleta da amostra pode ser obtida prejudicando a recuperacao
quantitativa dos analitos. Dessa forma, a utilizagdo de um maior volume de &cido
pode ser necessario, o que implicaria principalmente no aumento dos valores dos
brancos, obtencdo de LOQs elevados e interferéncias durante a etapa de

determinacao dos analitos' 374,
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Alternativamente, a digestdo das amostras pode ser feita em sistemas
fechados que, geralmente, apresentam melhores resultados quando comparados
aos sistemas abertos. Nesses sistemas, os acidos utilizados podem alcangar
temperaturas maiores, o que melhora o seu efeito oxidante, aumentando a eficiéncia
de digestao da amostra. Consequentemente, o volume do acido (ou da mistura de
acidos), pode ser reduzido, o que acarreta na diminuicdo de valores de brancos
diminuindo, por consequéncia, os LOQs. Adicionalmente, h4 a possibilidade do uso
de solucdes acidas diluidas e, dependendo da amostra, 0 mesmo desempenho de
digestdo é obtido quando comparado ao uso de regentes concentrados’®. Qutra
vantagem do uso de sistemas fechados é a redugcdo do tempo de preparo das
amostras para analises de rotina. Ainda, o uso da radiacdo micro-ondas pode
favorecer uma transferéncia de calor mais eficiente, onde o aquecimento é
homogéneo e mais rapido, quando comparado ao aquecimento condutivo. Cabe
salientar que o uso da radiagdo micro-ondas pode ser utilizado tanto em sistemas
abertos, como em sistemas fechados'®. No entanto, devido as vantagens
supracitadas, o uso da radiacdo micro-ondas em sistemas fechados € comumente
utiizada no desenvolvimento de métodos de preparo de amostras para uma

variedade de amostras®> %",

2.4.2.1 Decomposicao por via Umida assistida por micro-ondas em camara unica de
reacao

Dependendo do sistema utilizado, a digestdo em sistemas fechados com
aquecimento por micro-ondas pode permitir temperaturas e pressdes de até 280 °C

e 80 bar, respectivamente’®’577,

No entanto, nestas condicdes, dificimente a
temperatura maxima aplicada é atingida, devido a limitacdo da pressao do sistema
(dependendo da massa e do tipo de amostra). Por isso, muitas vezes, mesmo
empregando sistemas fechados sob pressédo, sdo obtidos digeridos incompletos e,
consequentemente, com elevado teor de carbono em solugdo. Ainda, nestas
condicdes, a massa de amostra a ser digerida torna-se limitada'>"®.
Alternativamente, para contornar estes problemas, nos ultimos anos, foram
desenvolvidos sistemas de digestdo mais robustos, os quais permitem o uso de
temperaturas operacionas superiores aos fornos de micro-ondas até entao

existentes. Os principais fornos de micro-ondas desenvolvidos foram os sistemas



48

UltraWave®® e o Multiwave 7000%%°. Estes sistemas permitem o uso de
temperaturas e pressdes operacionais de, aproximadamente, 270 °C e 160 bar,
respectivamente. O principio de funcionamento de ambos o0s equipamentos é
semelhante. Em ambos os sistemas ha uma camara de reagdo, onde um rotor
contendo os frascos com a amostra € alocado e, entdo, a cavidade é pressurizada
com um gas inerte (geralmente com Ar ou Ny). A principal vantagem destes sistemas
€ a possibilidade da aplicacdo de maiores temperaturas e o controle da pressao,
permitindo assim, a digestao eficiente de elevadas massas de amostras para a

determinacao elementar em concentracdes mais baixas.

2.4.3 Métodos de combustao

As reagbes de combustao baseiam-se na digestdo da matéria organica na
presenca de oxigénio em temperaturas elevadas (aproximadamente 1200 °C). Apds
a combustdao, CO, e HoO sao obtidos como principais produtos da reagdo e os
analitos sao retidos em uma solucdo absorvedora adequada. Cabe salietar que
durante a combustao pode ocorrer a formacao de outros gases, como NOx e SOx.
No entanto, a formacado destes produtos vai depender da composicdo da matriz'>>°.

Os métodos de combustdo podem ser executados em sistemas abertos
(decomposicao por via seca) ou em sistemas fechados (frasco de Schéniger, bomba
de combustao e MIC) e, geralmente, fornecem digeridos com baixo teor de C em
solucdo, 0 que os torna ideais para a determinacdo por diversas técnicas

analiticas®>®'.

De maneira geral, a combustdo em sistemas abertos pode ser
considerada um dos métodos mais simples. Neste caso a amostra € oxidada
utilizando oxigénio do ar atmosférico em fornos do tipo mufla. No entanto, o uso
desse método de combustdao pode ocasionar em perdas de analitos por volatilizacao
(em alguns casos especificos), contaminagdo cruzada, baixa frequéncia analitica e
projecao da amostra (como no caso de amostras que possuem altas concentracdes
de gorduras, por exemplo) 368288,

Em relagdo ao uso de sistemas fechados, o método da MIC é amplamente
utilizado e é caracterizado pela sua versatilidade. Nos ultimos anos, esse método
tem sido aplicado para a digestdo de uma infinidade de matrizes (tanto organicas,
como inorganicas) para a posterior determinacdo elementar (metais, halogénios,

13,81,87 De

semimetais) por diferentes técnicas analiticas forma geral, no
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procedimento da MIC, as amostras sélidas sao prensadas na forma de comprimidos
e posicionadas na base de um suporte de quartzo, contendo um disco de papel filtro
umedecido com uma solucdo de NH4NO3; que é utilizada como iniciadora de
combustdo. E importante mencionar que, no caso de amostras viscosas ou liquidas,
varios estudos foram desenvolvidos para o suporte da amostra (bolsas de
polietileno, 1& de quartzo, absorcdo em papel, entre outros) e foram considerados
adequados para o objetivo proposto. O suporte contendo a amostra é introduzido em
um frasco de quartzo, o qual contem uma solucao absorvedora adequada (acida ou
basica, dependendo do analito e da técnica analitica a ser utilizada). O frasco é
fechado, posicionado em um rotor e pressurizado com oxigénio. A radiacdo micro-
ondas é aplicada e a amostra entra, rapidamente, em combustao. O sistema da MIC
permite a aplicacdo de uma etapa de refluxo apdés a digestdo da amostra, onde
ocorre uma lavagem mais eficiente das paredes do frasco e do suporte da amostra,
permitindo a absor¢do quantitativa dos analitos na solucdo para a posterior

determinagéo.

2.5 METODOS ANALITICOS PARA A POSTERIOR DETERMINACAO DE REE EM
SANGUE

De maneira geral, € importante ressaltar que ja existem metodologias
analiticas desenvolvidas para a determinacdo de REE em diversas amostras
biologicas. Na Tabela 1 estdo descritas, de maneira resumida, as principais
metodologias aplicadas para amostras bioldgicas e posterior determinacao de REE.
E importante salientar que esta tabela também aborda métodos utilizando sistemas
de ETV. No entanto, esse tépico sera abordado especificamente no item 2.4.3
(Revisdo Bibliografica).



Tabela 1 - Métodos analiticos comumente empregadas para a determinacao de REE em amostras biolégicas.
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Método

Amostra

Procedimento

Determinacao

Referéncia

UAE

u-SPE

CWD-CS

CWD

Tecido biolégico
marinho

Agua (CRM de
Cabelo humano -
usado para
validagéo do
método)

Osso de costela
humano (pés-
morte)

Sémem humano

0,1 g de tecido biolégico marinho foi pesado em frascos de polipropileno e,
posteriormente, 5 mL de uma mistura de HNO3; 3% + HCI 2% (v/v) foram
adicionados a amostra. A mistura foi submetida ao ultrassom utilizando uma
sonda de 20 kHz (50 W) por 3 min e com amplitude de 50%. Apés a extragao, as
fases liquida e sélida foram separadas mediante centrifugacdo (10 min a 4000
rpm). O liquido foi coletado, filtrado e submetido a um processo de clean up
utilizando um cartucho de C18 para posterior determinacado dos analitos.

0,1 g das amostras foi pesado em frascos de PTFE e, posteriormente, foram
adicionados 4 mL de HNO; concentrado e 2 mL de H,O, 30%. A mistura
permaneceu em repouso por 12 horas e, entdo, a digestao foi feita por MAWD (15
min a 180 2C com rampa de 10 min). Apds, os frascos foram abertos e aquecidos
em uma chapa de aquecimento (200 °C) até a evaporagéo da solugao digestora.
Os residuos foram solubilizados em HNO3 0,1 mol L Apos, foi feita a sintese de
um nano material (nanopartiulas magnéticas de ZnFe,O, - ZFONTs) usado como
adsorvente. 10 g desse adsorvente foram adicionados a um frasco contendo 30
mL das solugbes previamente digeridas em pH 8. Posteriormente, a mistura foi
dispersa em um banho de ultrassom por 1,5 min e deixada em repouso para a
sepragao de fases. Apds os REE foram dessorvidos com 1 mL de HNO; 0,5 mol
L "para a posterior determingdo dos analitos.

0,05 a 0,1 g de osso humano foram pesados diretamente nos frascos e,
posteriormente foi adicionada uma mistura contendo 1,5 mL de HNO;
concentrado e 0,3 mL de H,O, (PA) foi adicionada a amostra. A digestao foi feita
em um sistema de autoclave (aquecimento por 3 h a 160-200 °C). Apds a
digestao e resfriamento dos frascos, as amostras foram transferidas para frascos
volumétricos e diluidas a 20 mL com agua.

1 a 1,5 mL de sémen foram transferidos para frascos de digestao e aquecidos em
um bloco de aquecimento (105 °C por 1 h e, apds, 450 °C por 14 h). Ap6s o
resfriamento, foi feita a adicdo de 3 mL de HNOj3 concentrado. As amostras foram
aquecidas novamente por 1 h a 100 °C e, apos, 150 2C por 1 h. Foi feita a adicao
de 1 mL de H,O, 35% e, as amostras foram novamente aquecidas a 100 °C por 1
h. Apés o resfriamento, foram adicionados 6 mL de agua para a posterior analise.

ICP-MS

ICP-MS

ICP-MS

ICP-MS

19

16

20

21
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Continuacao da tabela 1

Procedimento

Determinacao

Referéncia

Método Amostra
CWD e Soro de sangue
Pre- humano
concentracao
MAWD Cabelo humano

Digestao: 8 mL de sangue foram colocados em béqueres de PTFE juntamente
com 2 mL de HNO;3; concentrado. Os frascos foram colocados em uma chapa de
aquecimento e aquecidos a 110 °C até a evaporacao de todo o acido. Apos, foi
feita a adicdo de 2 mL de HNOj3 concentrado e a mistura resultante foi aquecida a
150 °C por 2 h. A terceira etapa da digestao foi feita com a adigcdo de 2 mL de
HNO; concentrado e 1 mL de HCIO, 60% e a mistura foi submetida a 150 °C por
4 h. Finalmente, 0,76 mL de HNO; concentrado € 1 mL de agua foram
adicionados ao residuo remanescente e, entdo, novamente aquecido a 110 °C por
1 h. Apds o resfriamento, a solugao resultante foi diluida a 100 mL com agua.
Pré-concentracdo: 100 mL da solugédo digerida foram diluidos a 300 mL com
agua. Apos, o pH foi ajustado para 6 usando acido acético e amébnia (ambos
concentrados). Apos, 0,5 g de uma resina (Chelex 100 resin) foram adicionados
na solucéo diluida e essa mistura foi agitada por 3 h a 80 °C. Apds, a resina foi
filtrada em um fun|I de vidro e lavada com 10 mL de uma solugédo de acetato de
amoénio 1 mol L' e com 2 mL de agua para remover Ca e Mg adsorvidos na
resma Os REE adsorvidos na resina foram eluidos com uma solugdo de HNO; 2
mol L. Entao, a solucao foi evaporada até a secagem e o residuo foi dissolvido
em 2 mL de HNO; 0,1 mol L para posterior determinacao dos analitos.

0,1 g de cabelo foram pesados em frascos de PTFE e 3 mL de HNO;
concentrado e 1 mL de H,O, (PA) foram adicionados a amostra. Apds 5 min
(etapa de pré-reacao), os frascos foram fechados e submetidos ao aquecimento
para a digestdo (15 min a 180 °C, com rampa de 10 min). Apds o resfriamento, a
solugao obtida foi transferida para um béquer de PTFE e, entao, aquecida a 200
°C em uma chapa de aquecimento ate a secura. Posteriormente, o residuo foi
solubilizado com de HNO; 0,1 mol L. O pH da solugdo contendo os analitos foi
ajustado a 8 usando HNQO; diluido ou uma solugdo de NH,OH. Entdo, 10 mL da
solugao resultante foram transferidos para um frasco de polipropileno e foi feita a
adicao de 20 upL de 1-(2-pyridylazo)- 2-naphthol (PAN) em 1-dodecanol.
Posteriormente, a mistura foi submetida a agitacao. Apés, o frasco contendo a
solugao foi transferida para um banho de gelo até a solidificagcdo do solvente
orgéanico. O solvente organico foi transferido para um frasco cénico e deixado a
temperatura ambiente para fusdo. O extrato foi diluido para 100 puL com tetra
hidrofuram (THF). Finalmente, 10 pL do extrato foram injetados em um tubo de
grafite para analise. As temperaturas de pirdlise e vaporizacdo foram de 220 °C e
1300 °C, respectivamente.

ICP-MS

ETV-ICP-MS

18

69
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Continuacao da tabela 1

Método

Amostra

Procedimento

Determinacdo Referéncia

CPE

MAWD

DA

CWD e Pré-
concentracao

Figado suino,
cogumelos e folhas
de cha

Plasma sanguineo
e CRMs de
materiais biol6gicos

Urina

Sangue

Soro de sangue
humano (CRM)

1 g de amostra foi dissolvida em 3 mL de HNOsconcentrado sob aquecimento a
100 °C. Apos, foram adicionadas 10 gotas de HCIO4 e a mistura, foi aquecida ate
a secura. O residuo remanescente foi solubilizado em HNOs; 1,5 mol L' e
transferido para, frascos volumétricos de 25 mL, onde o pH foi ajustado a 6 com
HCI 0,01 mol L (ou pH 10 com NH4,OH). Posteriormente, a solu¢do contendo os
REE f0| adicionada a uma solugdo de Triton X-114 com 8-hidroxiquinolina 0.5
mmol L™ (utilizado como agente quelante) em um frasco de polipropileno. O pH
da mistura foi ajustado & 6 com HCI 0,01 mol L™ ou até pH 10 com NH,OH. Com
0 auxilio de uma bomba peristaltica (1,6 mL min’ ) a solucdo passou através de
uma coluna preenchida com 24 mg de silica gel. Apés, a solucao foi eluida para o
equipamento de ICP-OES.

0,15 g de amostras foi pesada diretamente em frascos de quartzo e foi feita a
adicao de 2 mL de HNO; concentrado e 0,5 mL de H,O, 30%. A mistura foi
submetida a irradiagdo micro-ondas por 7 min (20 a 70% da poténcia maxima -
800 W). Apos, as solugbes obtidas foram evaporadas até a secura e 3 mL de
HNO, 0,14 mol L™ foram adicionados. 20 uL dos digeridos foram utilizados para
andlise. As temperaturas de pirdlise e vaporizagéo foram de 1400 °C e 2700 °C,
respectivamente.

40 pL de amostras foram colocados diretamente na plataforma de grafite. Foi
usado Freon-23 (140 mL min’ ) como modificador quimico. As temperaturas de
pir6lise e vaporizagao foram de 1400 °C e 2700 °C, respectivamente.

7,5 mL de sangue foram transferidos para um tubo de coleta de sangue contendo
citrato de soédio (anticoagulante para separar o plasma da fragdo celular) e
submetido a centrifugagdo. O plasma f0| transferido para frascos de 10 mL
contendo 1 mL de NDGRA 1x10°® mol L™ (complexante sintetizado), seguido da
adicao de 4 mL de uma solucao tampéo de borato (pH 8). Apéds, foi adicionado 1
mL de brometo de cetilpiridinio (surfactante) e a determinacdo de Sm foi feita
usando comprimento de onda de 475 nm.

0,8 g de soro de sangue foram transferidos para um béquer de PTFE e 12 mL de
HNO; concentrado foram adicionados a amostra. A mistura foi aquecida por 12
horas em uma chapa de aquecimento. Apés, foram adicionados mais 6 mL de
HNO; concentrado e o sistema foi aquecido por 8 h a 220 °C. Posteriormente a
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solugcdo foi aquecida a 250 °C até a secura e o residuo remanescente foi
dissolvido com 0,76 mL de HNOj concentrado e depois filtrado. Finalmente, a
solugao foi diluida até 100 mL com &gua, transferida para um béquer de vidro e
diluida 2 vezes com agua. A etapa de pré- concentragao foi feita através da adicao
de 0,5 g de uma resina quelante (Chelex 100; 100-200 mesh) a solucao
previamente diluida. O pH da solugao foi ajustado a 6 com CH3COOH ou com
NH,OH. A solucao foi agitada por 2 h e flltrada em um funil de vidro com 20 mL de
uma solucao de acetato de amoénio 1 mol L™ A etapa de dessorcao dos analitos
da resina foi feita com 10 mL de HNO3; 2 mol L.

0,4 g de cabelo foi pesado e transferido para frascos de PTFE e foi feita a adicao
de 6 mL de HNO; concentrado e 2 mL de H,O, 30%. A mistura foi deixada em
repouso por 1 h. Apéds, os frascos foram fechados e digeridos por MAWD (3 atm
por 1 min; 8 atm por 2 min e 10 atm por 3 min). Posteriormente, o digerido foi
aquecido até a completa secura em uma chapa de aquecimento. O residuo
remanescente foi dissolvido com 5 mL de agua, transferido para frascos
volumétricos de 10 mL e o pH foi ajustado a 3 com auxilio de tampdes comerciais.
Apods foi feito o procedimento da CME com 2 mL da solugdo em uma coluna
capilar preenchida com CR-SWCNTs (nanotubos de carbono de parede Unica
modificados com vermelho de congo). Para a eluicdo da solugdo previamente
digerida, foi utilizada uma solugdo tampdo de &acido cIorldrlco -glicina (pH 3)
usando uma bomba peristaltica numa vazao de 0,15 mL min” A eluicdo dos
analitos retidos na coluna foi feita com 40 pL de HNO; 0,8 mol L utilizado uma
vazdo de 0,10 mL min™". Posteriormente, a solugéao eluida foi misturada com 5 pL
de uma emulsao de PTFE 60% (m/v) e diluida até 50 uL com agua. Para a etapa
de determinagédo, 25 pL foram transferidos para a plataforma de grafite, a qual foi
introduzida no forno de grafite. Apdés a etapa de secagem, o programa de
aquecimento foi interrompido e, mais 25 pL foram adicionados e o programa de
aquecimento foi iniciado novamente. As temperaturas de pirélise e vaporizagao
foram de 1200 e 2600 °C, respectivamente.

Foram preparadas solugoes padrdes para a calibracdo do equipamento na faixa
de 0,001 a 1000 pg L™ (adicionados em uma amostra de urina diluida 20 vezes
em HNO; 2%).

0,5 g de amostra foram pesados em frascos de vidro e aquecidos em uma chapa
de aquecimento até a formacdo de um sélido carbonizado. Posteriormente, o
residuo foisubmetido a 500 °C por 3 h em uma mufla. As cinzas remanescentes
foram umedecidas com 0,5 mL de agua e, entdo, 1 mL de HNO; concentrado e
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0,5 mL de HCIO, foram adicionados. A mistura foi aquecida até a secura (200 °C)
em uma chapa de aquecimento. O residuo remanescente foi solubilizado com 0,5
mL de HNO; e a mistura foi novamente aquecida até a solugao tornar-se limpida.
A solugéo final foi transferida para frascos volumétricos e avolumadas a 10 mL
com agua.

0,2 g das amostras foi pesada diretamente no interior de tubos de quartzo, que
foram posicionados diretamente em um forno com aquecimento por lampada
infravermelho (380 nm). A amostra foi carbonizada sob atmosfera de 0z6nio a 250
°C (50 mL min™ durante 10 min) e oxidada & 600 °C (utilizando um fluxo de
oxigénio de 600 mL min™' por 20 min. Apés o resfriamento, todos os frascos foram
colocados no em um banho de ultrassom (40 kHz e 180 W). Apods, foram
adicionados 25mL de HNOj; 10% para solubilizagdo das cinzas e posterior
determinacao dos analitos.

O pH de 10 mL de amostra foi ajustado a 5.5 com uma solugao tampao de acido
acético 0,015 mol L" e acetato de sédio trihidratado 0,085 mol L em um frasco
com fundo conico. Posteriormente, 180 pL de uma solucdo contendo 1 x 10* mg
L' de 5,6,14,15-dibenzo-1,4-dioxa-8,12-diazaciclopentadecano (agente quelante)
foi adicionado a amostra e a mistura foi agitada manualmente por 1 min. Apés, 30
uL de tetracloro etileno (solugdo extratora)foi adicionada a mistura e agitado
manualmente por mais 10 s. A mistura foi colocada em um banho de ultrassom
(por 5 min) e, posteriormente, a fase aquosa foi evaporada a 80 °C. Finalmente, a
fase sedimentada foi solubilizada com 1 mL de HNO; 1 mol L' para a
determinacao dos analitos.

28 a 391 mg de amostra foram digeridas usando 0,8 mL de HNOj; concentrado e
0,2 mL de H,0.. A digestao foi feita por MAWD (150 W por 10 min e resfriamento
por 2 min e 300 W por 10 min e resfriamento por 30 min). A solucéo final foi
transferida para frascos de polietileno avolumada a 10 mL com &gua para a
posterior determinacao dos analitos.

1 mL de amostra foi digerido com 2,5 mL de HNO; concentrado em frascos de
PTFE para a posterior digestao por MAWD (150 2C por 5 min, 180 2C por 5 min e
200 °C por 8 min). Apds o resfriamento, os frascos foram colocados em uma
chapa de aquecimento a 200 °C até a secura. Apos, foi adicionado 1 mL de HCIO,
e, novamente, a amostra foi aquecida até a secura. O residuo remanescente foi
dissolvido em agua e o pH ajustado a 7 com NaOH. Posteriormente, foi feito o
procedimento de micro-extragdo capilar utilizando um polimero sintetizado. Os
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analitos foram eluidos com 50 pL de HNO; 1 mol L' para a posterior
determinacao dos analitos.

100 mg de amostra foram pesadas diretamente em frascos de quartzo e foi feita a
adicao de 800 pyL de agua e 200 pL de HNOj concentrado para a posterior
digestao por MAWD (100 °C por 5 min, 150 °C por 5 min e 200 °C por 15 min).
Apdbs o resfriamento, o digerido obtido foi transferido para frascos de polipropileno
e diluido até 2 mL com agua para a posterior determinagéo dos analitos.

Leite: 1 mL de amostra foi adicionado em frascos de quartzo juntamente com 1
mL de HNO; concentrado. Posteriormente, os frascos foram aquecidos a 170 °C
por 10 h e a solugao resultante foi diluida com agua até 10 mL. Posteriormente,
foi fei1ta adicdo de 20 mL de uma solucdo de 193) (concentracdo final de 1
mgL).

Sangue: 500 pL de sangue foram diluidos 10 vezes com agua e, posteriormente,
foi feita adigdo de 20 mL de uma soluggo de 98" (concentragdo final de
1mgL).

Foi feita amostragem direta das amostras. Nao hé informagdes se foi feito ajuste
de matriz.
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ICP-MS 9
ICP-MS 96
ICP-MS 45

UAE: Extracdo assistida por ultrassom; p-SPE: Micro extragdo em fase sélida; CWD-CS: Digestao por via umida em sistema fechado com aquecimento
convenciona; MAWD: Digestao por via Umida assistida por micro-ondas; CPE: Extragao por ponto nuvem; CME: Micro extracao capilar; DA: amostragem
direta; ICP-OES: Espectrometria de emissédo éptica com plasma indutivamente acoplado; ICP-MS: Espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado; ETV-ICP-MS: Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado com vaporizagao eletrotérmica; NDGRA: Reagente orgénico

complexante sintetizado.
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No decorrer da apresentagcdo dos métodos analiticos desenvolvidos para a
posterior determinacdo de REE em amostras biolégicas (Tabela 1), pode ser
observado que muitos deles sdo extremamente morosos, complexos, ndo sao
ambientalmente amigaveis (pois utilizam grandes volumes de reagentes e, muitas
vezes, reagentes toxicos), tornando-os inadequados para a andlise de rotina. Ainda,
com respeito ao uso de solventes organicos, poucos sdo os métodos que abordam a
questao de interferéncias, principalmente quando técnicas baseadas em plasma sao
usadas para a determinacdo dos analitos. E importante ressaltar que alguns dos
efeitos de matriz sdo bem conhecidos, principalmente aqueles referentes a presenca
de elevadas concentracbes de C no plasma, por exemplo, podendo causar
interferéncias durante a etapa de determinacgao®. Além disso, muitas vezes, o uso
de nebulizadores com sistema de dessolvatacdo ndo sdo utilizados para
evitar/minimizar interferéncias poliatdmicas (formacdo de Oxidos) durante a
determinacdo dos REE por ICP-MS.

Outro ponto observado é que, muitas vezes, alguns dos métodos
apresentados ndo englobam todos os REE, o que os torna bastante limitados®"%.
Dessa forma, o desenvolvimento de novos protocolos analiticos, com caracteristicas
mais abrangentes, simples, e que levem em conta o0s possiveis efeitos de matriz,
tornam-se importantes para a posterior determinacdo de REE em amostras de

sangue.

2.6 TECNICAS ANALITICAS USADAS PARA A DETERMINAGCAO DE REE

Como ja mencionado, informacdes sobre a concentracdao dos REE no sangue
sdo importantes devido aos efeitos que esses elementos podem causar no
organismo®*. No entanto, existe uma grande dificuldade para isso, principalmente
no que se refere as baixas concentracdes desses elementos nesse tipo de amostra
(ng g'') aliada & presenca de interferéncias durante a etapa de determinacdo desses
analitos. Dessa forma, a determinacdo quantitativa dos REE em sangue (e em
outras amostras biolégicas) pode ser considerado um desafio analitico a ser
contornado® %1%,

Assim, técnicas analiticas com elevada sensibilidade e com baixos LOQs sao
de extrema importancia. As técnicas analiticas de detecgdo usualmente utilizadas

8,50
b

para a determinacdo de REE sdo a analise por ativagdo neutronica (NAA) a
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espectrometria de emissdo O6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES)™®" a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS)'2'3 o uso de sistemas de vaporizacdo eletrotérmica acoplado as técnicas de
ICP-OES e ICP-MS (ETV-ICP-OES ou ETV-ICP-MS, respectivamente)®® e a
cromatografia a liquido de alta eficiencia (HPLC)*. A seguir, serdo descritas as
principais técnicas utilizadas para a determinacado de REE em diversas amostras.

2.6.1 Analise por ativacao neutronica

A NAA é uma técnica de determinacao elementar baseada em uma reacao
nuclear entre néutrons (provenientes de uma fonte emissora) e os atomos dos
elementos presentes na amostra. Como resultado, é possivel obter um espectro de
emissao de radiacdo gama dos radiois6topos formados, sendo possivel a
identificacdo dos elementos presentes na amostra e a sua quantificacdo em funcao
da taxa de emissdo da radiagdo gama de cada radiois6topo. Esta técnica fornece
informacdes quantitativas para varios elementos, incluindo REE, metais e halogénios
(com excecdo do F)%%104105,

A NAA é considerada uma técnica absoluta, nao destrutiva e requer o minimo
pré-tratamento da amostra, especialmente para sélidos. Entretanto, a NAA nao é um
técnica comum a muitos laboratérios, pois requer o uso de um reator nuclear o que

exige profissionais altamente qualificados para a fungao'%*'%.

2.6.2 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado e
espectrometria de emissao éptica com plasma indutivamente acoplado

As técnicas de ICP-MS e ICP-OES sao frequentemente utilizadas para a
determinacdo de metais (incluindo os REE) e halogénios devido a sua capacidade
multielementar, ampla faixa linear e baixos LOQs, em uma infinidade de
matrizes1°’13’84’1°6.

De uma maneira geral, a etapa de determinacdo elementar utilizando as
técnicas baseadas em plasma deve ser feita de maneira cuidadosa, principalmente,
no que se refere a presenca de interferéncias. Especificamente para os REE, estes
apresentam uma séria de interferéncias espectrais e nao espectrais. Dentre estas
interferéncias, podem-se citar: J) efeito da concentracao de acido utilizada na etapa

de preparo, principalmente quando métodos de digestao e dissolugdo das amostras
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sao utilizados. A elevada concentragdo de acido pode alterar a densidade, a
viscosidade e a tensdo superficial das solugdes quando comparadas com as
solucdes de referéncia, as quais sao utilizadas para a calibracdo do equipamento.
Além disso, o efeito do acido pode afetar diretamente a distribuicdo dos ions na

101,107-109

regiao central (zona analitica) do plasma i) interferéncias poliatdmicas

devido a formagao de 6xidos e presenca de Ba (para a técnica de ICP-MS)'%2110

, i)
sobreposicao de algumas linhas de emissao (neste caso para a técnica de ICP-
OES)"™"12 ¢ ji) efeito do carbono na etapa de determinacéo dos REE. Geralmente o
C residual é proveniente de digestdo incompletada matriz, a partir da dissolucdo da
amostra em meio acido ou devido ao uso de solventes organicos (principalmente nos
métodos de extracao). Neste caso, elevadas concentracdes de C podem resultar em
supressao ou aumento da intensidade do sinal analitico dos analitos®”''3.

Levando em conta os problemas citados anteriormente, é de grande
importancia que os métodos de preparo de amostras utilizados sejam adequados
para a posterior determinagao de REE por ICP-OES e ICP-MS. No caso de amostras
biolégicas, como o0 sangue, a reducao da matriz organica, a diminuicdo do uso de
elevadas quantidades de solventes/reagentes concentrados e a redugdo ou
eliminacdo do uso de solventes organicos podem ser alternativas adequadas para
contornar as interferéncias supracitadas. Adicionalmente, a possibilidade do uso de
solucdes acidas diluidas (para a digestao ou extracao dos analitos) também torna-se
vantajosa para a etapa de determinacdo de REE pelas técnicas baseadas em
plasma®73811% Algumas alternativas instrumentais também podem ser utilizadas
para diminuar e/ou contornar algumas dessas interferéncias, como o uso de

micronebulizadores®, nebulizadores com sistema de dessolvatagao'3®

, equacoes
matematicas'™* e determinacdo dos analitos em espectrdmetros de alta resolugao''®,

por exemplo.
2.6.2.1 Sistemas de nebulizacao

A etapa de nebulizacdo deve ser analisada com cautela quando se utilizam as
técnicas de ICP-MS e ICP-OES. Dentre os nebulizadores pneumaticos mais
utilizados, podem-se citar os nebulizadores concéntrico (ICP-MS e ICP-OES),
GenCone® (ICP-OES) e Cross flow (ICP-OES). O principal objetivo desses sistemas

€ a formacao de um aerossol (a partir da amostra liquida), bem como auxiliar o seu
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transporte até o plasma. Os sistemas de nebulizagdo pneumaticos convencionais
possuem baixa eficiéncia de transporte, (aproximadamente 10%), € o restante é
descartado com auxilio de cameras de nebulizagao®*0"1%,

O uso de nebulizadores com sistema de dessolvatacao, como o APEX - Q
(Elemental Scientific Inc.) e o nebulizador ultrassénico apresentam diversas
vantagens quando comparados aos nebulizadores pneumaticos. De maneira geral,
esses sistemas permitem a redugao de solventes que chegam até o plasma. Dentre
estes, o nebulizador ultrassénico é o mais utilizado. Quando o nebulizador
ultrassénico € usado para a determinacao elementar, a amostra € bombeada através
de um capilar até a superficie de um cristal piezoelétrico (0,2 a 10 MHz). Dessa
forma, o aerossol é gerado através da propagacao da onda ultrassénica que atinge a
superficie do liquido, quebrando-o em goticulas muito pequenas'®. Usando esse
sistema, a sensibilidade dos analitos aumenta significativamente, uma vez que a
guantidade de amostra introduzida no plasma também aumenta (aproximadamente
20 vezes). Dessa forma, ha uma reducado significativa dos LOQs da técnica.
Especificamente para REE, esses sistemas sdo utilizados com maior frequéncia,
visto que eliminam o solvente e, consequentemente, ajudam a evitar a formacéo de

6xidos, sendo que inimeros estudos ja foram desenvolvidos. 394193

2.6.3 Vaporizacao eletrotérmica e espectrometria de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado ou espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado com vaporizacao eletrotérmica

Os sistemas de ETV foram desenvolvidos a partir da fonte do atomizador
utilizado na espectrometria de absorcdao atémica com forno de grafite (GFAAS) e
ganhou interesse da comunidade de espectroscopia atbmica devido as suas
caracteristicas satisfatérias em comparacdo aos sistemas convencionais de
nebulizagdo. Esses sistemas possuem como fungdo converter os analitos para a
fase vapor através da aplicacdo de um programa de aquecimento. Posteriormente,
utiliza-se um fluxo de argénio para o transporte desses vapores para 0 equipamento
de ICP-OES ou ICP-MS"7 19,

O uso de sistemas de ETV geralmente ndo necessitam de uma etapa prévia
de preparo de amostras, evitando o uso de acidos ou misturas de acidos. Além
disso, esses sistemas requerem minima quantidade de amostra (fator de extrema

importancia para amostras biol6gicas, como o sangue). Na maioria das vezes, 0 uso
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desses sistemas permite a remocao total da matriz, minimizando a formacao de
oxidos e hidroxidos dos elementos (especificamente para ICP-MS), o que ajuda a
evitar interferéncias na etapa de determinacédo dos analitos. Dessa forma torna-se
atrativo o uso dessas técnicas para andlises de rotina'*1°"20,

Os sistemas de ETV recentes consistem em um forno de grafite recoberto
internamente com grafite pirolitico com aquecimento longitudinal, onde é inserida
uma plataforma (também de grafite pirolitico) contendo a amostra. A grande
vantagem do uso de grafite pirolitico é a elevada resisténcia térmica (2600-2700 °C)
e quimica desses materiais. O forno € aquecido utilizando um programa de
aquecimento, que geralmente consiste em uma etapa de secagem, pirdlise,
vaporizacao e limpeza. No entanto, ha casos em que nao sao necessarias as quatro

121123 O controle de

etapas ou, uma etapa é usada mais do que uma vez
temperatura € feito por um pirdmetro 6ptico, posicionado na parte interna da porta do
forno de grafite. O vapor gerado dentro do forno de grafite (contendo os analitos) é
direcionado para fora através de um fluxo de argbnio, denominado de gas carreador
e, por meio de um tubo de transferéncia de politetrafluoretileno (PTFE), chega até o
plasma. Um gas auxiliar, denominado gas de bypass, também é utilizado, para evitar
a possivel condensacdo de vapores nas partes mais frias do forno™''824 O
direcionamento dos vapores gerados no interior do forno de ETV para o plasma
(etapa de vaporizacao) ou para a exaustao (etapa de pirdlise e limpeza) é feito por
meio de uma valvula de trés vias que esta posicionada na saida do forno®'?'. Na

Figura 1 esta mostrada a representacao de um sistema de ETV.

Figura 1 - Representacao do sistema de ETV: A) Entrada do forno, B) entrada de Ar
(carreador), C) forno de grafite contendo a plataforma e amostra, D)
entrada de Ar bypass, E) valvula de trés vias, F) saida para a exaustao e
G) tubulacdo de transferéncia para o equipamento de ICP-MS.

Representacao adaptada'.

(F
3
©
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Muitas vezes, durante o desenvolvimento de métodos analiticos usando a
técnica de ETV, é necessario aumentar a estabilidade térmica do analito. Com isso,
a eliminacdo dos componentes mais volateis da matriz é permitida, melhorando a
separagdo do analito/matriz, bem como a redugdo de perdas do analito durante a
etapa de pirélise, em elevadas temperaturas. Para isso, sédo utilizados modificadores
quimicos (como, Pd, Ir, Rh, ou até mesmo a combinacéo deles)®” 2126,

Especificamente para REE, durante o aquecimento, ocorre a formagao de
seus respectivos 6xidos. Ainda, em temperaturas maiores do que 1600 °C, esses
oxidos sofrem carbonizacdo levando a formacao de carbetos altamente estaveis e
que nao se decompdem durante o aquecimento. Dessa forma, do ponto de vista
termodinamico, os REE sado vaporizados na forma de atomos gasosos de maneira
incompleta. No entanto, na presenca de modificadores quimicos halogenados, a
situacao é contraria. Os REE séao facilmente vaporizados (eficiéncia maior do que
98%) em temperaturas relativamente baixas (1500 - 2200 ¢ C)?3101:125,

Dentre os compostos halogenados mais utilizados pode-se citar o PTFE,
NaCl, HCI, NH4F e os gases (CHFs, CHsCl, CF.Cl,) por exemplo®®''"'2 Qg
modificadores gasosos sao mais vantajosos quando comparados aos modificadores
quimicos halogenados soélidos e liquidos, pois podem ser introduzidos em tempos
especificos no sistema de ETV. Adionalmente, nestes casos, é possivel controlar as
espécies reativas. Ainda, reagentes solidos podem se decompor facilmente em um
curto periodo de tempo/aquecimento’?’.

Modificadores organicos quelantes também podem ser usados no sistema de
ETV para a posterior determinacdo de REE. Esses modificadores organicos podem
ser usados como reagentes de extracdo na etapa de pré-tratamento da amostra
(extragao) e, geralmente continuam no extrato, o qual é introduzido na plataforma de
grafite. Dentre as principais vantagens do uso desses modificadores pode-se citar a
vaporizacao de elementos refratarios em temperaturas mais baixas e o transporte
dos analitos até o equipamento de ICP-MS ou ICP-OES. O efeito de transporte
causado pelo C nao é bem conhecido, mas possivelmente deva-se pela liberacao de
particulas de C dentro do forno de ETV, as quais aumentam a eficiéncia de
transporte. Como exemplos destacam-se o 1-fenil-3 metil-4-benzoil-5-pirazolona
(PMBP), pivaloiltrifluoroacetona (PTA), 8-hidroxiquinolina, 1-(2-piridilazo)-2-naftol
(PAN), 4&cido citrico, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e o

dietilditiocarbamato®®10"12%128,
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O uso de métodos analiticos que utilizam sistemas de ETV (acoplado as
técnicas de ICP-OES e ICP-MS), tornam-se opgoes viaveis para a determinacao de
REE em sangue, visto que pequenas quantidade de amostra podem ser utilizadas,
baixos limites de quantificacdo (LOQs) podem ser obtidos € um minimo manuseio da
amostra € requerido. No caso da técnica de ICP-OES, inumeras interferéncias
podem ocorrer devido a sobreposicao das linhas de emissao, fazendo com que esta
técnica ndo se torne a mais apropriada para a determinacdo de REE em baixas
concentracdes. A técnica de ICP-MS, por sua vez, torna-se a melhor opgao para esta
finalidade devido a sua capacidade multielementar, baixos limites de quantificacao e
elevada sensibilidade'*'?*'®_ Estudos utilizando o sistema de ETV-ICP-MS ja foram
desenvolvidos para a determingcdo de REE em amostras bioldgicas, e alguns destes
trabalhos estdo descritos na Tabela 1 (Revisdo bibliogréfica).
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3  MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo sdo descritos os instrumentos, amostras e reagentes, utilizados
para o desenvolvimento deste trabalho. Além disso, sdo apresentados o0s
procedimentos, bem como 0s parametros otimizados para cada método analitico

desenvolvido para a determinacdo de REE em sangue.
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3.1 INSTRUMENTACAO

No presente trabalho foram desenvolvidas cinco métodos analiticos visando
a determinacao de REE (com excecao de Sc e Pm) em sangue. Foram estudados
0s seguintes métodos:
i) Vaporizagcdo eletrotérmica e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ETV-ICP-MS),
i) Digestdo por via umida com aquecimento convencional em sistema aberto
(CWD-OS) e posterior determinacao por USN-ICP-MS,
iii) Digestao por via umida com aquecimento convencional em sistema fechado
(CWD-CS) e posterior determinacao por USN-ICP-MS,
iv) Digestédo por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas em camara unica
de reacao (MAWD-SRC) e posterior determinacéo por USN-ICP-MS,
v) Combustao iniciada por micro-ondas (MIC) e posterior determinagao por
USN-ICP-MS.

Dentre esses métodos analiticos, o método de ETV-ICP-MS consistiu na
amostragem direta de sangue (liquido com anticoagulante). Para os demais métodos
propostos (ii, iii, iv e v) foi necessario o desenvolvimento de métodos de preparo de
amostras previamente a determinacdao dos REE em sangue por USN-ICP-MS.

3.1.1 Vaporizacao eletrotérmica e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ETV-ICP-MS)

Para a determinacdo dos REE em sangue (liquido com anticoagulante), foi
utilizado um espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (modelo
Elan DRCII, PerkinElmer-SCIEX, Canada) equipado com uma tocha contendo um
tubo injetor de quartzo com 2 mm d.i e um separador de massas do tipo quadrupolo.
Para o método utilizando o ETV-ICP-MS, um sistema de vaporizacao eletrotérmica
(modelo ETV-4000c, Spectral Systems, Alemanha) com aquecimento longitudinal foi
empregado para a introdugdo da amostra no equipamento de ICP-MS. O sistema de
vaporizacao eletrotérmica € equipado com tubos e plataformas de grafite com
recobrimento de grafite pirolitico (Spectral System). Na Figura 2 é possivel observar
o tubo e a plataforma de grafite utilizados no ETV-ICP-MS.
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Figura 2 - Plataforma e tubo de grafite utilizado no ETV-ICP-MS.

No sistema de ETV-ICP-MS, os gases provenientes da etapa de vaporizacéo da
amostra foram carreados com Ar para o equipamento de ICP-MS por meio de um
tubo de PTFE (1 m de comprimento e 6 mm de diametro interno) conectado a tocha.
Foi utilizado um controlador eletrdnico (descritos no trabalho de Mello et al.'?") que
consiste em uma valvula solendide de trés vias (Cole-Parmer, EUA) posicionada
entre o saida do forno do sistema de ETV e o equipamento de ICP-MS. Essa valvula
permite direcionar os gases para o residuo durante a etapa de pirélise e para o
equipamento durante a etapa de vaporizacdo. Dessa maneira, ocorre a diminuicao
de possiveis depdsitos de materiais oriundos da matriz (como, por exemplo, de C),
na interface do equipamento. Além disso, o controlador eletrénico controla o tempo
de abertura e fechamento da valvula de Freon R-12 (gas halogenado utilizado para
vaporizacao dos REE) para evitar possiveis perdas dos analitos por volatilizagdo. Na
Figura 3 é possivel observar mais detalhes do sistema de ETV-ICP-MS empregado
neste trabalho.
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Figura 3 - A) Sistema de ETV: 1) controlador eletrénico; 2) Controlador de oxigénio;
3) forno de grafite; 4) valvula de trés vias; 5) controlador do sistema de
ETV, B) detalhe da valvula de trés vias; C) representacdo do
funcionamento da valvula de trés vias e D) tubo de PTFE conectado a
entrada do equipamento de ICP-MS.

Para a exaustao
Para o ICP-MS

120) utilizadas para

As condicbes operacionais (baseadas em um trabalho prévio
a determinacdo de REE (com excecédo de Sc e Pm) em sangue por ETV-ICP-MS

estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢cbes operacionais para a determinacdo de REE em sangue por

ETV-ICP-MS.
Parametros ETV- ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1300
Vazao principal de argénio (L min™) 15
Vazao auxiliar de argénio (L min™) 1,20
Vazao de argdnio do nebulizador (L min™) -
Cones (amostragem e skimmer) Pt
Dweel time(ms) 5
Varreduras (sweeps)
Varreduras por replicatas (readings) 75
Replicatas 1

140Ce+ 163Dy+ 167Er+ 153Eu+ 160Gd+ 165HO
Is6topos monitorados (m/z)  '*La*, °Lu*, 5Nd*, "*'Pr, 129", 15T,
169Tm+ 89Y+ 172Yb+

A avaliacdo do desempenho do espectrémetro de massas foi feita utilizando
uma solucdo contendo 1 ug L' de In e La e 10 pg L' de Ba. Desta forma, as
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intensidades dos sinais para '"'In*, La* e ™°LaO" e ®Ba* e *®Ba™ foram
monitoradas para verificagdo da sensibilidade do equipamento ("''In*), percentual de
oxidos ('¥La* e 1*°La0*) e ions de carga dupla ('*®Ba* e '*®Ba*™).

Para a secagem das amostras e das solucdes de referéncia adicionadas a
plataforma de ETV-ICP-MS, foi utilizado um sistema de aquecimento com
infravermelho (modelo T/IR), Spectral Systems, Alemanha), previamente a
introducao no forno de grafite. Esse aquecimento foi feito para evitar o acimulo de
agua no sistema de ETV-ICP-MS. A pesagem das amostras para a analise por ETV-
ICP-MS foi feita utilizando uma microbalanca (modelo M2P, Sartorius, Alemanha)

com resolucao de 0,001 e carga maxima de 2 g.

3.1.2 Meétodos de preparo de amostras propostos para a posterior
determinacao de REE em sangue por USN-ICP-MS

No presente trabalho, foram avaliados quatro métodos de preparo de amostras
(CWD-0OS, CWD-CS, MAWD-SRC e MIC) para a posterior determinacao de REE em
sangue por USN-ICP-MS. Cabe destacar que o método empregando MAWD? foi
utilizado para obter os valores de referéncia aos métodos de preparo de amostras
desenvolvidos.

Para a digestdo de sangue (in natura na presenca de anticoagulante) por MAWD
(método de referéncia) e por MIC, foi utilizado um forno de micro-ondas (modelo
Synthos 3000®, Microwave Sample Preparation System, Anton Paar, Austria) com
capacidade maxima para oito frascos de quartzo com volume interno de 80 mL cada.
Esse forno de micro-ondas possui condicoes maximas de temperatura, pressao e
poténcia recomendadas pelo fabricante de 280 °C, 80 bar e 1400 W,
respectivamente. Adicionalmente, esse forno possui sensores de temperatura e
pressao, 0s quais permitem o controle desses parametros em tempo real durante a
etapa de irradiacdo. Para o procedimento de digestdao por MIC, um suporte de
quartzo foi utilizado para a introducao da amostra no interior do frasco de quartzo.
Esses suportes foram confeccionados no Laboratério de Hialotecnia da UFSM. O
forno de micro-ondas e seu rotor equipado com os frascos de quartzo estédo

mostrados na Figura 4.
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Figura 4 - A) Forno de micro-ondas Synthos 3000°. B) Rotor equipado com 8 frascos
de quartzo utilizado para a digestao de sangue (MAWD e MIC) para a
posterior determinagéo de REE por USN-ICP-MS.

Synthos 3000

O método de digestdo por MAWD-SRC foi desenvolvido utilizando um forno de
micro-ondas (modelo UltraWAVE®, Single Reaction Chamber, Milestone, ltalia). O
forno de micro-ondas é equipado com um rotor com capacidade maxima para 5
frascos de quartzo possuindo volume interno maximo de 40 mL. Esse forno de
micro-ondas possui condicoes maximas de temperatura, pressao e poténcia de 270
°C, 160 bar e 1500 W, respectivamente. Além disso, o forno de micro-ondas possui
sensores de pressao e temperatura que permitem acompanhar a poténcia irradiada
no decorrer de cada digestao. Para o resfriamento dos frascos, apos o término do
programa de digestdo, o forno de micro-ondas UltraWAVE® utiliza um sistema para a
passagem forcada de ar. Na Figura 5 é possivel observar o equipamento e o rotor
utilizado no método da MAWD-SRC.
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Figura 5 - A) Forno de micro-ondas UltraWAVE®. B) Rotor equipado com cinco
frascos de quartzo.

O procedimento de digestdo em sistema aberto (CWD-OS) foi feito usando
um bloco de aquecimento (modelo DK 42, Velp Scientifica, Italia) equipado com
frascos de vidro (50 mL) com 1,8 e 24,4 cm de didmetro interno e altura,
respectivamente. Esse sistema possui ajuste e programacédo de temperatura. O
procedimento de digestdo em sistema fechado (CWD-CS) foi feito usando um bloco
de aquecimento equipado com frascos de PTFE de 40 mL cada (modelo TE 015,
Tecnal, Brasil).

O mesmo espectrobmetro de massa utilizado no método da ETV-ICP-MS foi
utilizado para a determinacdo de REE por USN-ICP-MS nos digeridos obtidos pelos
diferentes métodos de preparo de amostras avaliados (CWD-OS, CWD-CS, MAWD-
SRC e MIC). A determinagdo dos REE nos digeridos foi feita utilizando um
nebulizador ultrassénico (modelo UG00AT", CETAC Technologies, EUA), cuja as
condicoes operacionais foram de 140 °C (etapa de aquecimento) e -5 °C (etapa de
resfriamento). A vazao da amostra foi fixada em 2,5 mL min” e esta foi bombeada
através de um capilar de Tygon® (1,14 mm d.i.,, 95601-30, Ismatec, Cole Parmer,
EUA) conectado na bomba peristaltica do espectrémetro de massas. O mesmo
nebulizador ultrass6nico foi usado para a avaliacdo do efeito de possiveis
interferéncias durante a etapa de determinacdo dos REE por USN-ICP-MS. Na
Figura 6, € possivel observar o nebulizador USN utilizado para o desenvolvimento do
trabalho.
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Figura 6 - A) Nebulizador USN. B) Conexado do nebulizador ultrassénico no
equipamento de ICP-MS.

Foi feito, um estudo do efeito de possiveis interferéncias durante a
determinacao de REE usando a técnica de ICP-MS com nebulizador concéntrico
(Meinhard Associates, USA) e camara de nebulizacao ciclénica (Glass Expansion,

129 (baseadas em um trabalho prévio) do

Inc., Australia). As condicdes operacionais
equipamento de ICP-MS (utilizando USN-ICP-MS e ICP-MS com nebulizacao

concéntrica) estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Condigdes operacionais para a determinacao de REE e avaliacdo de
possiveis interferéncias por USN-ICP-MS.

Parametros ICP-MS USN-ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1300 1300
Vazao principal de argénio (L min™) 15 15

Vazao auxiliar de argénio (L min™) 1,20 1,20
Vazao de argdnio do nebulizador (L min™) 1,02 1,08
Cones (amostragem e skimmer) Pt Pt

Dweel time (ms) 50 50
Varreduras (sweeps) 5 5
Varreduras por replicatas (readings) 3 3
Replicatas 3 5

140Ce+ 142Ce+163Dy+ 164Dy+ 166Er+ 167Er+ 151 Eu+
153 + A58 g+ 160 g+ A6BLy~+ 139 4 A75p |+
. . u Gd Gd Ho La Lu
| monitor ’ ’ ’ ’ ’ ’
sotopos monitorados NGt NGH4IPrt 1%29m*. 1%%Sm*, 1T,

169Tm+ 89Y+ e 172Yb+

Assim como para a técnica da ETV-ICP-MS, a otimizacdo dos parametros

instrumentais foi feita utilizando uma solucdo contendo 1 pgL"' delnelLae 10 pug L™



71

de Ba. Desta forma, as intensidades dos sinais para '"'In*, "**La* e ™*°LaO* e "**Ba*
e '*®Ba™ foram monitoradas para verificacdo da sensibilidade do equipamento
("In*), percentual de 6xidos (**°La* e '*°La0O) e ions de carga dupla ('**Ba* e
1388a++).

A caracterizacao das amostras de sangue e figado (utilizado para a avaliagéo
do efeito de possiveis interferéncias oriundas da matriz por USN-ICP-MS e ICP-MS)
quanto a concentracdo de metais, foi feita por ICP-MS (mesmo equipamento
mencionado anteriormente). Adicionalmente, também foi utilizado um espectrometro
de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado com vista axial (modelo
Ciros CCD, Spectro Analytical Instruments, Alemanha) para a caracterizacdo das
amostras quanto a presenca, principalmente, dos metais alcalinos e alcalino-
terrosos. Esse espectrémetro € equipado com uma camara de nebulizacdo duplo
passo (tipo Scott), um nebulizador de fluxo cruzado (crossflow). O espectrémetro
também é equipado com um monocromador na configuragcdo Paschen-Rouge. Além
da faixa espectral da regidao do visivel, o sistema Optico do equipamento é selado e
purgado com Ar, permitindo o monitoramento de comprimentos de onda abaixo de
200 nm (até 125 nm). Esse mesmo equipamento de ICP-OES foi utilizado para a
determinacao do teor de carbono nas solug¢des obtidas pelos diferentes métodos de
preparo de amostras avaliados. As condicbes operacionais (de acordo com um
trabalho prévio’’) para a determinacdo de metais (por ICP-OES e ICP-MS) e C por
ICP-OES pode ser observada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Condicdes operacionais para a determinacao de metais (ICP-OES e ICP-
MS) e C por ICP-OES.

Parametro ICP-OES ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1400 1300
Vazao principal de argénio (L min™) 15,0 15,0
Vazao auxiliar de argénio (L min™) 1,0 1,20
Vazao de argdnio do nebulizador (L min™) 1,00 1,15
Replicatas 3 3

Al (167,078), Ca (317,933), Cu
. (327,396), Fe (259,941), K (766,491), i
Comprimento de onda (nm) Mg (280,270), Na (589,592), Zn
(213,856), C (193,030) e Y*(371,029).
75AS+ 1388a+
114Cd,+ 59C0+’
Isotopos (m/z) - Cu*,  *Mn",
95MO+ GONi+
1208n+, e 888r+. ’

%Y foi utilizado como padréo interno para a determinagéo de C.

A determinacéo da concentragdo de HNOj3 nos digeridos foi feita por titulacao
em meio aquoso utilizando um titulador automatico (modelo Titrando 836 Metrohm,
Suica), equipado com um modulo de agitacdo magnética (modelo 803 Tl Stand,
Metrohm), uma bureta de 20 mL (modelo Dosino 800, Metrohm) e um eletrodo de pH
de vidro combinado para meio aquoso (modelo 6.0262.100 LL electrode Plus,
Metrohm). As amostras de figado (suino e bovino) foram cominuidas em um moinho
de facas (modelo A 11 B S 32, IKA®, China). A liofilizagdo do sangue e figado para a
determinacao do teor de agua foi feita utilizando um liofilizador (modelo LH 2000/3,
Terroni Fauvel, Brasil). Para a separacdo do plasma e dos elementos figurados do
sangue para os experimentos no sistema de ETV-ICP-MS, foi utilizada uma
centrifuga (modelo Q222T208, Quimis, Brasil.

Para a secagem dos reagentes sélidos utilizados no preparo das solugdes foi
utilizada uma estufa com circulagdo de ar (modelo 400-5ND, Nova Etica, Brasil). A
pesagem das amostras foi feita em balanc¢a analitica digital com resolucéo de 0,0001
g e com capacidade de 220 g (modelo AY 220, Shimadzu, Japao).

Um banho de ultrassom (modelo P 120 H, Elmasonic, Alemanha) com
poténcia de 300 W e frequéncia de 37 kHz foi utilizado para a descontaminacéao dos
papéis filtro utilizados na MIC e os papéis de DBS (modelo M-TFN, Munktell, EUA)
utilizados para a adsorcao do sangue. Uma capela de fluxo laminar (CFLH12, Veco
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do Brasil, Brasil) foi utilizada para secagem dos papéis da MIC e dos papéis de DBS
apds descontaminagéo.

3.2 MATERIAIS E REAGENTES

Os procedimentos para coleta de sangue (por puncdao venosa) foram
adaptados de procedimentos descritos previamente na literatura®®. As amostras
foram coletadas com agulha de 25 x 0,8 mm (Biocon, Brasil) e seringa descartavel
de 5 mL (Descarpack, Brasil) e, posteriormente, transferidas para tubos de coleta a
vacuo contendo anticoagulante (modelo Vacutube EDTA, Biocon Brasil).
Previamente a perfuracao, foi feita assepsia com alcool etandlico 70% na superficie
da regido de acesso. Adicionalmente, um tubo de coleta a vacuo contendo ativador
de coagulo (modelo ativador com silica, Labor import) foi usado para a separacao do
plasma e dos elementos figurados do sangue para os experimentos feitos no ETV-
ICP-MS.

Todas as solucdes de referéncia e demais solugdes utilizadas neste trabalho
foram preparadas com agua previamente destilada e deionizada em uma coluna de
troca idnica e, posteriormente, purificada por um sistema Milli-Q® (Milli-Q®, Millipore,
EUA) com resistividade de 18,2 MQ cm. O HNO;3 P.A (65%, Vetec, Brasil) e o HCI P.A
(37%, Vetec) utilizados no método de referéncia (MAWD), métodos propostos (CWD-
OS, CWD-CS, MAWD-SRC e MIC) e na avaliagdo de interferéncias na determinacao
de REE por USN-ICP-MS, foram destilados em um sistema de sub-ebuligao
(duoPur®2.01E, Milestone, ltalia). Adicionalmente, Hx02, 30% (v v') (Merck,
Alemanha) foi utilizado nos meétodos da CWD-OS e da CWD-CS. Para a
descontaminacdo dos materiais utilizados em todos os procedimentos foi usado
HNOj3 (concentrado ou uma solugdo 5% (v v')).

Para a coleta de sangue em papel para a investigacdo do método da MIC foi
utilizado um papel especifico para amostragem de fluidos bioldgicos (DBS, modelo
M-TFN, Munktell, EUA). Previamente ao uso, os papéis passaram por trés etapas de
descontaminacdo de 60 min cada em um banho de ultrassom, sendo que as duas
primeiras etapas foram feitas com HNO3z; 20% (v v'') e a terceira etapa foi feita com
agua ultrapura. Posteriormente, a secagem dos papéis foi feita em capela de fluxo
laminar. Apds a secagem, os papéis foram armazenados em tubos de polipropileno.
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No método da MIC, uma solugdo de NH4sNOz 6 mol L' foi utilizada para
auxiliar na ignicado da amostra e foi preparada a partir da dissolugdo do respectivo
reagente sélido (Merck) em agua. O sangue foi pesado diretamente sobre discos de
papel DBS, os quais foram utilizados para o suporte da amostra. Discos de papel
filtro com baixo teor de cinzas (90 mm de didmetro, n° 5891, Schleicher & Schdill,
Alemanha), foram utilizados como suporte para a solugéo iniciadora de combustao
(NH4NO3 6 mol L") e também para auxiliar no processo de ignicao. A pressurizagio
dos frascos de quartzo utilizados na MIC foi feita com oxigénio de alta pureza
(99,998%, White Martins). Esse mesmo oxigénio foi utilizado para os experimentos
no sistema de ETV-ICP-MS.

Diclorodifluormetano (CCl.F2-comercialmente conhecido como Freon R-12),
foi utilizado como gas de reacao no sistema de ETV-ICP-MS. Uma solucdo de Ir
(1000 mg L' em HCI 20%, Spectrum Chemical Mfg. Corp., EUA) foi utilizada como
modificador quimico e uma solucdo de Zr (ZrCls, 1000 mg L™ de Ir em HCI 20%,
Spectrum Chemical Mfg. Corp., EUA) foi utilizada para o recobrimento da plataforma
de grafite no método da ETV-ICP-MS. A solucdo de &cido citrico (400 g L) utilizada
como fonte de C para auxiliar no transporte dos analitos até o plasma no método da
ETV-ICP-MS, foi preparada a partir da dissolugéo da respectiva substancia em agua.

Para a avaliagcdo de possiveis interferéncias oriundas da presenga de metais
(Ca, Fe, K, Mg e Na), durante a determinacado de REE por ICP-MS e USN-ICP-MS,
foram preparadas solugdes estoque na concentracdo de 5000 mg L™ de Ca*?, Fe*?,
K*, Mg*? e Na* a partir de dos reagentes sélidos CaCl,.2H,0, FeCls.6H,0, KClI,
MgCl..6H2O e NaCl (Merck), respectivamente, em agua.

As solucdes de calibracdo para a determinacdo de REE por USN-ICP-MS
(0,01 a 10 pg L"), bem como as solucdes usadas para os experimentos de
interferéncias, foram preparadas a partir de uma solugdo estoque contendo esses
elementos na concentragdo de 500 pg L' em HNO; 5% (v v''). Para o preparo da
solucdo estoque, foi utilizada uma solugcao multielementar (Inorganic Ventures, CCS
- 1) contendo os REE (100 mg L™ em HNO37% (v v')).

As solucdes de calibracdo utilizadas para a calibracdo dos equipamentos de
ICP-OES e ICP-MS e posterior determinacao de metais no sangue e no figado foram
preparadas a partir de uma solucdo multielementar (SCP33MS, PlasmaCAL,
Canadd) contendo os analitos na concentragdo de 10 mg L' em HNO; 5%. As
concentragdes utilizadas para a curva de calibragdo dos equipamentos de ICP-MS e
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ICP-OES foram preparadas na faixa de 0,01 a 10 pg L' e 1 a 100 pg L™,
respectivamente. Adicionalmente, solu¢des de calibracdo para a determinacao dos
metais por ICP-OES, em uma faixa mais ampla de calibragdo (250 a 10000 ug L™),
foram preparadas a partir de uma solugdo multielementar (Merck |V, Alemanha)
contendo todos os analitos na concentracdo de 1000 mg L™ em HNO; 5%.

Para a determinacdo de carbono nos digeridos por ICP-OES, foi preparada
uma solucdo estoque de carbono (1000 mg L") a partir da dissolucdo de acido
citrico (Dinamica, Brasil) em agua. A partir de sucessivas diluicdes dessa solucao
estoque em HNOs3 5%, foi preparada uma curva de calibracdo para o equipamento
de ICP-OES em uma faixa de concentragdo de 10 a 500 mg L. Cabe destacar que
previamente a introducédo das solucdées no equipamento, foi feita a adicdo Y (1000
mg L', Spex, EUA), utilizado como padrao interno, nas solucdes de calibragao,
amostras e nos brancos, de modo que a concentracdo final foi de 1 mg L. As
espécies volateis de carbono (CO., por exemplo) foram previamente removidas
usando um fluxo de Ar (0,1 L min"') por 2 minutos. Outra solugdo estoque de
carbono (preparada a partir do acido citrico - 400 g L™ ) foi utilizada para o preparo
das solugdes de referéncia para avaliacao do efeito do C durante a determinacao de
REE por ICP-MS e USN-ICP-MS e para os experimentos no método da ETV-ICP-
MS. Adicionalmente, uma solugéo estoque de carbono (10 g L) preparada a partir
da dissolucao de D-frutose 99% (Dinamica) também foi utilizada para o preparo das
solucdes de referéncia para avaliacdo do efeito do C durante a determinacao de
REE por ICP-MS e USN-ICP-MS.

A determinacéao da acidez residual apds os diferentes métodos de preparo de
amostras avaliados foi feita por titulacdo em meio aquoso. Para isso, foi utilizada
uma solugdo 0,1 mol L' de KOH (preparada a partir da diluicdo do reagente sélido
em agua).

O plasma dos espectrometros de ICP-OES e ICP-MS foi gerado com argnio
de alta pureza (99,998%, White Martins, Brasil) sendo também utilizado como gas de
nebulizacao e gas auxiliar. O mesmo Ar foi utilizado no sistema de ETV como gés

carreador e bypass.
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3.3 AMOSTRAS

Os estudos desenvolvidos neste trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Maria
(CAAE: 57543516.2.0000.53460). As amostras de sangue foram coletas de
voluntarios com idade entre 20 a 35 anos, os quais séo vinculados ao Laboratério de
Andlises Quimicas Industriais € Ambientais (LAQIA) ou com relagcbes familiares com
0 autor dessa tese. Foram coletadas amostras de sangue venoso de 30 pessoas,
sendo que cada um dos doadores forneceu uma aliquota com volume maximo de 4
mL. E importante mencionar que cada amostra coletada foi transferida para tubos de
ensaio contento anticoagulante especificos para a coleta de sangue. As amostras
foram divididas aleatoriamente em 3 grupos (cada um com amostras de 10
pessoas), onde foram obtidas trés amostras (A, B e C) compostas, com
aproximadamente, 40 mL cada. Essas amostras foram utilizadas nos métodos da
MAWD, MAWD-SRC, CWD-CS, CWD-OS e MIC). Posteriormente a coleta e
amostragem, as amostras foram armazenadas sob refrigeragao (aproximadamente 5
°C) com sigilo de informacédo. Cabe salientar que a amostra de sangue A foi
escolhida para a otimizagdo de todas os métodos desenvolvidas no presente
trabalho. Na Figura 7, € possivel observar o procedimento empregado para a coleta

das amostras de sangue pela técnica de pungao venosa.
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Figura 7 - Procedimentos executados para coleta de sangue por pungado venosa. A)
assepsia da regiao de coleta; B) coleta do sangue com agulha e seringa;
C) amostras armazenadas em tubos de coleta com anticoagulante; D)
tubos de coleta preenchidos.

Adicionalmente, 10 mL de sangue bovino (amostra D) e 10 mL de sangue
suino (amostra E) foram fornecidas por um frigorifico do interior de Santa Maria - RS.
Ainda, o mesmo frigorifico forneceu uma amostra de figado bovino (amostra F) e
uma amostra de figado suino (amostra G) (porcdo de 5 g cada - provenientes do
mesmo animal ao qual o sangue das amostras D e E pertenciam). Isso foi feito para
gue se pudesse fazer um comparativo entre sangue e figado quanto a concentragao
dos REE. E importante ressaltar que nenhum animal foi abatido para que esse
trabalho pudesse ser desenvolvido, mas sim as amostras foram doadas de maneira
voluntaria.

Para a avaliagcao de possiveis interferéncias de carbono na determinacdo de
REE pelas técnicas de USN-ICP-MS e ICP-MS, foram preparadas solugbes de
referéncia (com concentragdo conhecida de carbono) a partir de digeridos de figado
bovino (simulacdo de matriz) obtidos por CWD-OS. Para isso, uma amostra adicional
de figado bovino (amostra H) foi adquirida em um supermercado da cidade de Santa
Maria - RS. No caso do figado, as amostras foram liofilizadas e, posteriormente,
moidas utilizando um moinho de facas.

A manipulagdo de amostras bioldgicas deve ser feita de maneira cuidadosa
com o objetivo de evitar possiveis contaminagdes para quem esta manipulando as
amostras. O descarte dos frascos, das seringas e demais materiais utilizados para a
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coleta de sangue foi feita em locais apropriados seguindo as recomendacdes

protocoladas pela UFSM.

3.4 METODOS UTILIZADOS PARA A CARAQTERIZAGAO DAS AMOSTRAS DE
SANGUE E FIGADO E PARA A OBTENCAO DE VALORES DE REFERENCIA
PARA OS REE

3.4.1 Determinacao do teor de umidade

Para a determinacdo do teor de umidade, 1 e 5 g de sangue e figado,
respectivamente, foram liofilizados durante 72 h. Posteriormente, o teor de umidade
foi calculado com base na diferenca entre a massa seca obtida apds o processo de

liofilizagdo e a massa de sangue total inicial.

3.4.2 Determinacao de metais e obtencao dos valores de referéncia para REE
em sangue apos digestao por via umida assistida por micro-ondas em
sistema Synthos 3000®

Para a determinacdo de metais (incluindo REE — Valores de referéncia), as
amostras de sangue foram digeridas por MAWD. O procedimento para a obtencao
dos valores de referéncia foi adaptado de um trabalho prévio®. Para isso, cerca de
200 mg de sangue foram transferidos para os frascos quartzo, seguido da adi¢ao de
6 mL de HNO3; 7 mol L. Inicialmente, um procedimento de pré-reacdo da amostra
com o HNOg foi feito deixando os frascos abertos e em repouso por 30 min em
temperatura ambiente. Posteriormente, os frascos foram fechados, fixados no rotor,
inseridos na cavidade do forno de micro-ondas e submetidos ao programa de

irradiacao (Tabela 5).

Tabela 5 - Programa de irradiacao utilizado para a digestao de sangue por MAWD.

A . Tempo de
Etapa Poténcia, W Rampa, min permanépncia, min
1 900 10 5
2 1000 5 10
32 0 - 20
Taxa de aumento de pressao, temperatura e pressao maxima de 0,8 bar s',280 °C e 80 bar,
respectivamente.

®Etapa de resfriamento.
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Na Figura 8 é possivel observar detalhes do procedimento empregando o
método da MAWD para a obtencdo dos valores de referéncia para os REE e

caracterizagdo das amostras quanto ao teor de metais.

Figura 8 - Procedimento usado no método da MAWD para a digestao de sangue: A)
sangue pesado no frasco de quartzo; B) adicdo de 6 mL de HNOj;
7 mol L™"; C) fixacdo dos frascos de quartzo no rotor; D) solugao final apds
MAWD.

A l B ‘ ' 1

Apés o final do programa de irradiacdo, as solugbes resultantes foram
transferidas para frascos volumétricos de 25 mL e o volume foi completado com
agua. Posteriormente, foi feita a determinacdo de metais por ICP-OES e ICP-MS,
bem como a determinacédo de REE por USN-ICP-MS.

Apéds cada digestédo, os frascos foram descontaminados com 6 mL de HNOs
concentrado usando o seguinte programa de irradiagdo: /) 1000 W por 10 min, i) 0
W por 20 min (resfriamento). Posteriormente, os frascos foram lavados com agua e

secos com ar comprimido.

3.4.3 Determinacao de REE em figado por USN-ICP-MS apoés digestao por via
umida assistida por micro-ondas em camara unica de reacao

Para a determinacdo de metais (incluindo REE), as amostras de figado
(liofilizados apds 72 h) foram digeridas por MAWD-SRC, e as condi¢cbes para a

digestdo foram baseadas em um trabalho prévio™. Para este procedimento,
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aproximadamente 500 mg de amostra foram pesados diretamente no interior dos
frascos de quartzo e, posteriormente, 6 mL de HNOz 14 mol L™ foram adicionados
sobre as mesmas. Para o preenchimento da cuba reacional do sistema UltraWave®,
foi utilizado uma mistura contendo 5 mL de HNO3; concentrado e 130 mL de HO.
Posteriormente, os frascos foram fechados e ambos (rotor contendo os frascos com
0 sangue e a cuba reacional contendo a solucao acida) foram inseridos na cavidade
do equipamento. Em seguida, o sistema foi pressurizado até 40 bar com Ar e, entao,
o programa de irradiacdo foi iniciado. O programa de irradiagdo utilizado esta

mostrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Programa de irradiacao utilizado para a digestdo de figado por MAWD-

SRC.
Etapa Temperatura, °C  Rampa, min perr;rggnépnocg ? min
1 130 10 10
2 150 5 5
3 250 15 10
42 45 30 -

®Etapa de resfriamento.

Apbs o término do programa de irradiacao, os digeridos foram transferidos
para frascos volumétricos e as solucdes resultantes foram avolumadas com agua a
25 mL. Apés cada digestao, os frascos foram descontaminados com 6 mL de HNO;3
concentrado usando o seguinte programa de irradiacéo: /) 10 min até 250 °C (15 min
de permanéncia e, i) 30 min até 45 °C (resfriamento). Posteriormente, os frascos
foram lavados com agua e secos com ar comprimido. A determinacdo de metais foi
feita por ICP-OES e ICP-MS e a determinacao de REE foi feita por USN-ICP-MS.

3.5 ESPECTROMETRIA DE MASSA COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO COM VAPORIZACAO ELETROTERMICA (ETV-ICP-MS)

Previamente ao desenvolvimento do método utilizando a técnica da ETV-ICP-
MS, o tubo e a plataforma (ambos recobertos com grafite pirolitico) foram
submetidos a sucessivos ciclos de aquecimento, até que os valores de contagens

para os REE fossem constantes e despreziveis.
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Como condicdo de partida, algumas condi¢cdes experimentais (como a
necessidade do uso de Freon R-12 para volatilizacdo dos REE, temperatura de
vaporizacao, bem como a vazao dos gases carreador, bypass e Freon R-12) foram
baseadas em um trabalho prévio'?. Ainda, experimentos iniciais utilizando solucdo
de referéncia contendo os REE para a avaliagcdo desses parametros nao foram
feitos, visto que esse estudo j4 foi feito®.

Para a analise de sangue por ETV-ICP-MS, pesou-se a amostra de sangue
diretamente na plataforma de grafite. Posteriormente, a plataforma contendo a
amostra (e acido citrico - 6 mg) foi submetida a uma etapa de secagem durante 2 a 3
min a 75 °C em um sistema de aquecimento com lampada de infravermelho. A
introducao da plataforma no forno foi feita manualmente, com o auxilio de uma pinga
e, posteriormente, submetida ao programa de aquecimento. Na Figura 9 séao
mostradas ilustra¢des de algumas das etapas realizados.

Figura 9 - Sequéncia de etapas para analise de sangue por ETV-ICP-MS: A) sangue
apos coleta, B) pesagem de sangue na plataforma de grafite, C) adicao de
acido citrico, D) secagem em sistema de infravermelho e E) insercdo da
plataforma no forno de grafite.

Para o desenvolvimento da metodologia da ETV-ICP-MS, os seguintes
parametros experimentais foram avaliados: i) efeito da temperatura de pirélise sobre
a massa residual das amostras (100 a 600 °C), ii) avaliacdo da massa de sangue
(0,25 a 4 mgq), iii) avaliagao da temperatura de pirélise (600 e 700 °C), iv) tempo de
pirélise (40 a 80 s), v) avaliacdo da massa de acido citrico (6 a 10 mg), vi) avaliagao
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do uso de O, na pirdlise (100 mL min™), vii) avaliagdo do uso de Ir como modificador
quimico (4 ug), viii) avaliagdo do uso de Zr para o recobrimento da plataforma de

131 & ix) separacdo do soro e dos elementos figurados do sangue. E importante

grafite
mencionar que, para todos os parametros avaliados, foi monitorado o sinal do Ar,*
(m/z 78) para diagnosticar possiveis interferéncias durante a aquisicdo do sinal
analitico. Todos os experimentos foram feitos usando o programa de aquecimento

mostrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Programa de aquecimento utilizado para a otimizacao do sistema de ETV-

ICP-MS.
Etapa Temperatura, °C Rampa, seg pemignmépnocg? seg
Pirolise 700* 20 40
Resfriamento 1 100 1 40
Vaporizagao 2200 0 6
Limpeza 2400 0 10

* Para otimizagdo da massa de amostra foi usado 300 °C.

3.6 AVALIACAO DE INTERFERENCIAS NA DETERMINACAO DE REE POR USN-
ICP-MS E ICP-MS

No presente trabalho foi feito um estudo sistematico para verificar a influéncia
de alguns elementos concomitantes na matriz sanguinea durante a determinacao de
REE. Todos os experimentos foram feitos utilizando nebulizador ultrassénico, visto
que este € o mais indicado para a determinacédo de REE quando se utiliza a técnica
de ICP-MS™3¢ Adicionalmente, alguns experimentos foram feitos utilizando um
nebulizador concéntrico e camara ciclénica, os quais sao comumente utilizados
quando a técnica de ICP-MS ¢é utilizada para a determinacao elementar. As possiveis
interferéncias investigadas foram: /) efeito da concentracéo de Ca, Fe, K, Mg e Na; ii)
efeito da concentracédo de carbono a partir do acido citrico, frutose e de digeridos de
figado bovino (digerido por CWD-OS); iii) efeito da concentracdo de HNOs; iv) efeito
da concentracdo do HCI e v) efeito da mistura de 1 HNO3; + 3 HCI (agua régia).
Adicionalmente, foram feitos dois delineamentos fatoriais completos (2°) visando
investigar as interferéncias na determinacao dos REE com a presenca simultanea de
mais de um interferente (possiveis efeitos sinérgicos): i) efeito do Fe, K e Na e ij)
efeito do C, K e Na.
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Todos o0s experimentos referentes ao estudo de interferéncias na
determinacdo de REE por USN-ICP-MS e ICP-MS (com nebulizacdo concéntrica e
camera de nebulizacao ciclénica) foram feitos com solucdes de referéncia contendo
todos os REE na concentracdo de 250 ng L”). Foi feita a adicdo de solucdes
contendo os possiveis interferentes investigados (C, Ca, Fe, K, Mg, Na, HNOs, HCl e
agua régia) em concentracdes crescentes (conforme descrito nos itens 3.6.1, 3.6.2 e
3.6.3, Materiais e Métodos).

O estudo sistematico referente a investigacdo de interferéncias na
determinacdo de REE foi feito a partir da calibracdo do equipamento de ICP-MS
(com nebulizador ultrassénico ou concéntrico). E importante mencionar que entre
cada medida das solugcbes contendo os interferentes, foi feita a medida da
intensidade do sinal dos REE nas solucdes de referéncia (250 ng L") sem os
interferentes, com o objetivo de monitorar a calibracdo do equipamento e verificar as
variagoes do sistema. Esse monitormento foi levado em consideragéo no célculo de
concordancia na etapa de tratamento dos dados. Para todos os experimentos, 0s
seguintes is6topos foram monitorados: '“°Ce*, '*Ce*, '°Dy", "®Dy*, 'Er*, "88E(,
151Eu+, 153Eu+, 158Gd+’ 160Gd+, 165H0+’ 139La+, 175Lu+, 144Nd+, 146Nd+, 141+, 1528m+,

1%4gm*, 9Tb*, 9Tm*, 3Y* e 7*Yb*. Todas as medidas foram feitas em triplicata.

3.6.1 Avaliacao do efeito do Ca, Fe, K, Mg e Na na determinacao de REE por
USN-ICP-MS e ICP-MS

Para a avaliacdo de interferéncias oriundas da presenca de Ca, Fe, K, Mg e
Na na técnica de USN-ICP-MS, foram preparadas solucbes estoque de cada
interferente na concentracdo de 5000 mg L. Essas solucdes foram preparadas a
partir da dissolucdo dos seus respectivos sais (na forma de cloretos) em agua. A
concentracao de Ca, Fe, K, Mg e Na foi confirmada mediante a determinacédo da
concentracao destes por ICP-OES, de modo a obter a concentracdo exata de cada
interferente. O estudo de interferéncia foi feito utilizando solu¢des contendo 10, 25,
50, 100, 250, 500 e 1000 mg L™ de Ca, K, Mg ou Na e 10, 25, 50, 100, 125, 150,
200, 250, 500 e 1000 mg L™ de Fe em uma solucéo de referéncia contendo 250 ng
L™ de todos os REE em 15 mL de HNO3 5% (v v''). E importante ressaltar que neste
primeiro momento todos esses experimentos foram feitos com os interferentes em

solugdes individuais (investigacdo univariada).
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Cabe destacar que o estudo de interferéncias oriundas da presenca de K e
Na também foi feito usando um nebulizador concéntrico e camara de nebulizagéo
ciclénica (e mesma faixa de concentracao dos REE avaliada para a técnica de USN-
ICP-MS, ou seja, 250 mg L"). Esses estudos foram feitos usando as mesmas
condigdes experimentais do equipamento de USN-ICP-MS e ICP-MS descritas no
item 3.1.2 (Materiais e Métodos).

3.6.2 Avaliacao do efeito do C na determinacao de REE por USN-ICP-MS e ICP-
MS

Um estudo do efeito do carbono na determinacdo de REE por USN-ICP-MS
foi feito no presente trabalho empregando a adicdo de carbono oriundo de trés
fontes distintas: acido citrico, frutose e carbono a partir de digeridos de figado bovino
(solucbes simuladas provenientes da amostra “H”).

Todos os experimentos foram feitos utilizando solu¢des de 25, 50, 100, 150,
200, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000 e 5000 mg L' de carbono em solugdes
de referéncia contendo 250 ng L™ de todos os REE preparados em 15 mL de HNOg3
5% (vv').

Para a obtencédo das solugdes contendo C a partir de digeridos de figado
bovino, cerca de 3 a 4 g de figado (in natura) foram digeridos usando 6 mL de HNO3
14 mol L' por CWD-OS. O tempo de aquecimento foi de 3 h a 120 °C.
Posteriormente, os digeridos foram transferidos para frascos volumétricos de 25 mL
e o volume foi completado com agua. Posteriormente, os digeridos foram filtrados
com o auxilio de um filtro com membrana de celulose com tamanho de 0,45 pm,
adaptado em uma seringa e foi feita a determinacao da concentracao de HNO3; e de
C em cada uma das solugdes.

Cabe destacar que o estudo de interferéncias oriundas da presenca de C a
partir do acido citrico e dos digeridos de figado bovino, também foi feito usando um
nebulizador concéntrico e camara de nebulizacdo ciclénica (mesma faixa de
concentracdo avaliada para a técnica de USN-ICP-MS). Esses estudos foram feitos
usando as mesmas condigcdes experimentais do equipamento de USN-ICP-MS e
ICP-MS descritas no item 3.1.2 (Materiais e Métodos).
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3.6.3 Delineamento fatorial completo 2% — Efeito da concentracao de Fe, K e Na

Para o estudo do efeito da concentracdo de Fe, Na e K na determinacao de
REE por USN-ICP-MS, foi aplicado um planejamento experimental do tipo 2 niveis e
3 variaveis (2°), em que a concentragdo de Fe, K e Na foi avaliada em conjunto. O
nivel inferior e superior foi estipulado em 15 e 40 mg L™, respectivamente, para Fe,
Na e K. De maneira analoga aos estudos de interferéncias descritos no item 3.6
(materiais e métodos), o planejamento fatorial foi aplicado para a concentracdo dos
REE de 250 ng L. E importante ressaltar que a concentragdo dos metais escolhida
neste planejamento foi feita de acordo com os resultados obtidos quando os
mesmos foram avaliados de maneira univariada. A Tabela 8 resume todos os

experimentos desenvolvidos com as respectivas condi¢des avaliadas.

Tabela 8 - Variaveis, niveis codificados e seus valores correspondentes utilizados no
delineamento fatorial completo 2° para Fe, Na e K.

. . Concentracao de Concentracdo de  Concentracao de
Ensaios Planejamento

Fe (mg L™ K (mg L") Na (mg L™

1 15 (-1) 15 (-1) 15 (-1)
2 15 (+1) 15 (-1) 40 (-1)
3 15 (-1) 40 (+1) 15 (+1)
4 58 15 (+1) 40 (+1) 40 (-1)
5 40 (-1) 15 (-1) 15 (+1)
6 40 (+1) 15 (-1) 40 (+1)
7 40 (-1) 40 (+1) 15 (+1)
8 40 (+1) 40 (+1) 40 (+1)
9 27,5 (0) 27,5 (0) 27,5 (0)

Pontos
10 _ 27,5 (0) 27,5 (0) 27,5 (0)

centrais
11 27,5 (0) 27,5 (0) 27,5 (0)

3.6.4 Delineamento fatorial completo 2° — Efeito da concentracdo de Na, Ke C

Para o estudo do efeito da concentracdo de Na, K e C na determinagao de
REE por USN-ICP-MS, foi aplicado um planejamento experimental do tipo 2 niveis e
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3 variaveis (2%), em que a concentragdo de Na, K e C foram avaliadas em conjunto.
O nivel inferior e superior foi estipulado em 15 e 40 mg L™, respectivamnete, para Na
e K e 150 e 500 mg L™ para C. De maneira analoga aos estudos de interferéncias
descritos no item 3.6 (materiais e métodos), o planejamento fatorial foi aplicado para
a concentracdo dos REE de 250 ng L. E importante ressaltar que a concentragdo
dos metais escolhida neste planejamento foi feita de acordo com os resultados
obtidos quando os mesmos foram avaliados de maneira univariada. A Tabela 9
resume todos o0s experimentos desenvolvidos com as respectivas condicoes

avaliadas.

Tabela 9 - Variaveis, niveis codificados e seus valores correspondentes utilizados no
delineamento fatorial completo 2° para Na, K e C.

_ . Concentracdo de Concentracdo de  Concentracao de
Ensaios Planejamento

Na (mg L™ K (mg L") C (mg L™

1 15 (-1) 15 (-1) 150 (-1)
2 40 (+1) 15 (-1) 150 (-1)
3 15 (-1) 40 (+1) 150 (+1)
4 53 40 (+1) 40 (+1) 150 (-1)
5 15 (-1) 15 (-1) 500 (+1)
6 40 (+1) 15 (-1) 500 (+1)
7 15 (-1) 40 (+1) 500 (+1)
8 40 (+1) 40 (+1) 500 (+1)
9 27,5 (0) 27,5 (0) 325 (0)

Pontos
10 . 27,5 (0) 27,5 (0) 325 (0)

centrais
1 27,5 (0) 27,5 (0) 325 (0)

3.6.5 Avaliacao do efeito do HNO;, HCI e agua régia na determinacao de REE
por USN-ICP-MS

O efeito da concentracdo de HNO;, HCl e de agua régia também foi
investigado na determinacdo de REE por USN-ICP-MS. O estudo de interferéncias
foi feito utilizando 15 mL de solu¢des contendo concentracées de 5, 10, 15, 20, 25 e
30% (v v'') de HNO3 ou HCI (correspondente a solucdes 0,7; 1,4;2,1; 2,8; 3,5 e 4,2
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mol L' de HNO; e de 0,6; 1,2; 1,8; 2,4; 3,0 e 3,6 mol L™ de HCI) em solucdes de
referéncia contendo 250 ng L' de todos os REE. Para o estudo do efeito da
presenca de agua régia na determinagcdo do REE por USN-ICP-MS, foi feito o
preparo de 25 mL de uma solugcédo estoque concentrada (6,25 mL de HNO3; + 18,75
mL de HCI) e, posteriormente, foram preparadas solugdes contendo 5, 10, 15, 20, 25
e 30% (v v'') de agua régia, através de sucessivas diluigdes da solugao estoque com

agua.

3.7 METODOS ANALITICOS ENVOLVENDO UMA ETAPA PREVIA DE PREPARO
DE AMOSTRAS PARA A DETERMINACAO DE REE EM SANGUE

Neste trabalho, quatro métodos de preparo de amostras foram investigados
para a posterior determinacdo de REE em sangue por USN-ICP-MS. Os métodos de
preparo de amostras desenvolvidos foram: /) CWD-OS, i) CWD-CS, ii)) MAWD-SRC
e iv) MIC. Cabe salientar que a MAWD foi utilizada como método de referéncia para
os demais métodos de preparo de amostras desenvolvidos. Os procedimentos
utilizados para cada método serdo descritos a seguir.

3.7.1 Digestao por via umida com aquecimento convencional em sistema
aberto (CWD-0OS)

Aproximadamente, 0,4 g de sangue (in natura com anticoagulante) foram
pesados diretamente no interior dos frascos de vidro com o auxilio de uma seringa e,
posteriormente, foi feita a adicdo de 6 mL de HNOs. Os frascos foram fechados e a
digestao foi feita em bloco de aquecimento. O programa de aquecimento foi de 60
min a 120 °C. Neste método de preparo de amostra, foi feita a avaliacdo da
concentracdo de HNOs (1, 3, 5, 7, 10 e 14 mol L"). Na Figura 10 sdo mostradas
algumas ilustracées referentes as etapas envolvidas para o procedimento da CWD-
OS.
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Figura 10 - Procedimento usado no método da CWD-OS para a digestao de sangue:
A) sangue pesado no frasco de vidro, B) frasco de vidro contendo 6 mL
de solucao digestora, C) etapa de digestao do sangue e D) solucao final
apos CWD-CS.

A B '
)

Apés o término do programa de aquecimento e o resfriamento dos frascos, as
solugdes resultantes foram recolhidas em frascos de polipropileno e aferidas a 25
mL com agua. Apos o procedimento de digestao, os frascos de vidro utilizados foram
descontaminados através da adi¢cdo de 6 mL de HNOj3 concentrado e aquecimento
no bloco de aquecimento por 2 h a 120 °C. Posteriormente, os frascos foram lavados

com agua e secos em temperatura ambiente.

3.7.2 Digestao por via umida com aquecimento convencional em sistema
fechado (CWD-CS)

Neste método, cerca de 0,4 g de sangue foram pesados diretamente no
interior dos frascos de PTFE com o auxilio de uma seringa e, posteriormente, foi
feita a adicdo da solucao de digestdao sobre a amostra. Apds, os frascos foram
fechados e a digestao foi feita em um bloco de aquecimento. O programa de
aquecimento foi de 60 min a 200 °C. Na Figura 11 sdo mostradas fotos de algumas

das etapas envolvidas para o procedimento da CWD-CS.
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Figura 11 - Procedimento usado no método da CWD-CS para a digestao de sangue:
A) sangue pesado no frasco de PTFE, B) frasco de PTFE contendo 6 mL
de solucao digestora C) etapa de digestao do sangue e D) solucao final
ap6s CWD-CS.

A B

Apoés o termino do programa de aquecimento e o resfriamento dos frascos, as
solucdes resultantes foram transferidas para frascos volumétricos e aferidas a 25 mL
com agua. Os frascos de PTFE utilizados na digestdo por CWD-CS foram
descontaminados através da adicdo de 6 mL de HNOj concentrado e aquecimento
no bloco de aquecimento por 2 h a 120 °C. Posteriormente, os frascos foram lavados
com agua e secos em temperatura ambiente.

No método da CWD-CS foram avaliados as seguintes condicoes
experimentais: /) concentracdo de HNOs (1, 3, 5, 7, 10 e 14 mol L™), ii) uso de H20-
30% (1 mL) + 5 mL de HNO3 1, 3, 5, 7, 10 e 14 mol L (totalizando 6 condicdes
experimentais). A exatiddo do método proposto foi avaliada mediante experimentos
de recuperagédo de REE (250 ng L™).

3.7.3 Digestao por via umida assistida micro-ondas em camara unica de
reacao (MAWD-SRC)

No procedimento da MAWD-SRC, aproximadamente 0,4 g de sangue foram
pesados diretamente no interior dos frascos de quartzo com o auxilio de uma seringa
e, posteriormente, foi feita a adicdo de 6 mL de HNO3 (1, 3, 5, 7, 10 ou 14 mol L. Os
frascos foram fechados, alocados no rotor, e 0 mesmo foi inserido em uma cavidade
do equipamento a qual continha um copo reacional de PTFE preenchido com uma
mistura de 130 mL de 4gua e 5 mL de HNOj3 concentrado. Em seguida, fechou-se o
grampo da cavidade do forno de micro-ondas e o sistema foi pressurizado com Arg
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até 40 bar. Na Figura 12 sdo mostradas ilustracbes de algumas das etapas

referentes ao procedimento da MAWD-SRC.

Figura 12 - Etapas envolvidas na digestdo de sangue por MAWD-SRC: A) pesagem
de sangue nos frascos de quartzo, B) adicdo da solugao digestora, C)
introducdo da solucdo contendo 130 mL de agua e 5 mL de HNO;
concentrado no copo reacional de PTFE, D) inser¢cdo do rotor com 5
frascos de quartzo automaticamente no interior da cavidade, E)
fechamento manual do grampo metalico, F) pressurizagdo com Ar g até
40 bar e G) solucao obtida apés MAWD-SRC.

Na Tabela 10 é possivel observar o programa de irradiacao utilizado para a
digestao de sangue por MAWD-SRC.

Tabela 10 - Programa de irradiacdo utilizado para a digestao de sangue por MAWD-
SRC.

Tempo de

Etapa Temperatura, °C  Rampa, min permanéncia, min

1 130 10 10
2 150 5 5
3 T 15 15
42 45 30 .

T= 200, 220, 250 ou 270 °C; *Etapa de resfriamento.

A pressdo e a poténcia maximas aplicadas durante a digestdo do sangue
foram fixadas em 160 bar e 1500 W, respectivamente, e estes parametros foram
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mantidos durante todo o desenvolvimento do presente trabalho. A temperatura
minima para inicio da despressurizacdo do sistema, bem como a taxa de
despressurizacdo foram de 80 °C e 10 bar min™, respectivamente. Apds a etapa de
resfriamento, o grampo metalico foi aberto e o rotor retirado do equipamento de
micro-ondas. Os digeridos foram transferidos para frascos volumeétricos e o volume
de 25 mL foi completado com agua.

A otimizacao do método da MAWD-SRC foi feita usando os frascos de quartzo
com volume interno de 80 mL. Ap6s cada digestdo, os frascos foram
descontaminados com 6 mL de HNO3z 14 mol L usando o seguinte programa de
irradiacao: /) 15 min a 250 °C (rampa de 10 min) e i) 30 min até 45 °C (etapa de
resfriamento). Posteriormente, os frascos foram lavados com agua e secos com ar
comprimido.

Além da condicdo experimental supracitada, foram otimizados outros
parametros experimentais para avaliar a eficiéncia do método da MAWD-SRC: )
massa de sangue (0,4 a 2 g), i) concentragdo de HNOsz (1 a 14 mol L), iij
temperatura de aquecimento (200 a 270 °C) e iv) tempo de irradiacdo micro-ondas
(5 a 20 min) na temperatura otimizada. Adicionalmente, foi feito um experimento com
H202 30% (1 mL) juntamente com 5 mL de HNOs; 1 mol L. A exatiddo do método

proposto foi avaliada mediante experimentos de recuperacdo de REE (250 ng L™).

3.7.4 Combustao iniciada por micro-ondas (MIC)

A digestao de sangue por MIC foi feita com base em um trabalho prévio
(Waechter, 2017)?. Nesse procedimento, aproximadamente 170 mg de amostra
foram pesados, com o auxilio de uma seringa, diretamente em discos de papel de
DBS (utilizado para amostragem de sangue capilar). No entanto, no presente
trabalho, para a otimizacdo do método da MIC, foram utilizados 3 papéis de DBS,
totalizando uma massa de 400 mg. Apds a pesagem do sangue, os papéis foram
colocados em uma capela de fluxo laminar para a secagem.

Posteriormente, os papéis de DBS contendo o sangue absorvido foram
posicionados sobre o suporte de quartzo, contendo um disco de papel filtro
umedecido com 50 pL de uma solucdo de NHsNO3; 6 mol L™ (utilizado como iniciador
de combustdo). Para a otimizacao do método da MIC, foi feita a adicao dos analitos
na amostra A, de modo que a concentracgdo final foi de 250 ng L' em 25 mL. Apds
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esta etapa, os suportes de quartzo contendo a amostra foram inseridos nos frascos
de quartzo contendo 6 mL de solugcao absorvedora. Em seguida, os frascos foram
fechados, fixados no rotor e pressurizados com 20 bar de O,. O programa de
irradiacao foi /) 900 W por 5 min (combustdo e refluxo) e i) 0 W por 20 min
(resfriamento). Na Figura 13 estdo mostradas as fotos referentes as etapas
envolvidas na digestdo do sangue por MIC.

Figura 13 - Procedimento usado no método da MIC para adigestao de sangue: A)
sangue, B) pesagem de sangue no papel de DBS, C) papel de DBS
contendo o sangue seco, D) adicao de NH4sNO3 usado como iniciador
de combustdo no papel filtro inserido em um suporte de quartzo, E)
frasco de quartzo contendo 6 mL de solucdo absorvedora e suporte de
quartzo contendo a amostra, F) frascos fixados no rotor e pressurizacao
dos frascos de quartzo com 20 bar de O, G) etapa de combustdo do

sangue e H) solucéo final contendo os REE absorvidos na solugao.

%

4 f

Apo6s o término do programa de irradiagdo e resfriamento dos frascos, o
conjunto foi retirado do forno micro-ondas e a valvula de alivio dos gases,
posicionada na tampa, foi aberta. Apés, os digeridos foram transferidos para frascos
volumétricos e o volume de 25 mL foi completado com agua. Os frascos e os
suportes de quartzo utilizados na digestdao por MIC foram descontaminados usando
6 mL de HNOs; concentrado sob irradiacdo micro-ondas por 10 min a 1400 W.
Posteriormente, os frascos e os suportes foram lavados com agua e secos com ar
comprimido.
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No método da MIC foram avaliados os seguintes parametros experimentais: i)
massa de sangue possivel de ser absorvida em cada papel de DBS (0,15 a 0,2 g), i)
massa de amostra a ser digerida (0,15 a 0,45 g), ii)) concentracao de HNOs (1 a 14
mol L), iv) avaliagdo do uso de HNOs+HCI (1+3, 1+2 e 3+1) e v) concentracdo de
agua régia (25, 50 e 100%).

3.8 DETERMINACAO DO TEOR DE CARBONO E DA ACIDEZ RESIDUAL

A concentragdo de carbono presente nas solugdes obtidas apdés CWD-OS,
CWD-CS, MAWD-SRC e MIC foi determinada por ICP-OES. As amostras foram
diluidas em HNO3; 5% e Y foi utilizado como padrao interno (adicionado nos padrdes
e nas amostras em uma concentracdo final de 1 mg L™). Previamente & etapa de
determinacao, as solucdes foram purgadas com argbnio por 2 min para eliminacao
dos gases dissolvidos”.

A concentracdo de HNO3 nos digeridos ap6s CWD-OS, CWD-CS e MAWD-
SRC foi feita por titulacdo potenciométrica em meio aquoso. Para isso,
aproximadamente, 150 mg das solucdes resultantes das digestdes pelos métodos
de preparo de amostras desenvolvidos foram diluidas com 20 mL de agua, em
frascos de vidro, e tituladas com uma solugdo de KOH 0,1 mol L, previamente
padronizada com biftalato de potassio.

3.9 RESUMOS DOS PROCEDIMENTOS

No presente trabalho, cinco métodos foram investigados visando a obtencao
de protocolos analiticos adequados para determinacdo de REE em sangue. Além
disso, foi feito um estudo de possiveis interferéncias durante a determinagcdo de REE
em sangue por USN-ICP-MS e ICP-MS. Na Figura 14 é apresentado um fluxograma

com um resumo dos parametros experimentais avaliados e descritos nessa secao.



Método de referéncia

Figura 14 - Fluxograma dos métodos analiticos investigados e parametros avaliados nos estudos de interferéncias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao
longo do desenvolvimento dos métodos analiticos para a determinacao de REE em
sangue por USN-ICP-MS. Além disso, serdo apresentados os resultados referentes
ao estudo de possiveis interferéncias oriundas da matriz. Posteriormente, sera feita
uma discussdo quanto as principais caracteristicas dos métodos analiticos

investigados.
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4.1 AMOSTRAS

Na primeira etapa deste trabalho foi feita a coleta de sangue venoso de 30
pessoas. A partir das amostras coletadas, foram preparadas trés amostras
compostas (A, B e C) com aproximadamente 40 mL cada. Adicionalmente, amostras
de sangue bovino e suino (amostras D e E, respectivamente) e amostras de figado
bovino e suino (amostras F e G, respectivamente) foram adquiridas de um frigorifico
de Santa Maria - RS. Cabe destacar que para as amostras de origem bovina e
suina, a amostra de sangue e figado corresponderam ao mesmo animal. Ainda, uma
amostra adicional de figado bovino (amostra H) também foi adquirida em um
supermercado da mesma cidade. Apés, as amostras foram caracterizadas quanto ao

teor de agua e de metais.

4.1.1 Determinacao do teor de agua do sangue e figado

Para a determinacdo do teor de agua, 1 e 5 g de sangue e figado,
respectivamente, foram liofilizados durante 72 h. O teor de umidade foi calculado
com base na diferenga entre a massa seca obtida apds o processo de liofilizacao e a
massa de sangue total inicial. Os resultados obtidos podem ser observados na
Tabela 11.

Tabela 11 - Teor de aguanas amostras de sangues e figado apés procedimento de
liofilizagao durante 72 h.

Amostra Tipo de amostra Teor de agua, %

A Sangue humano 70,8 +0,3
B Sangue humano 73,0+ 0,4
C Sangue humano 75,6 +0,5
D Sangue bovino 78,8+ 0,2

E Sangue suino 81,5+0,3
F Figado bovino 68,4 + 0,4
G Figado suino 66,9 + 0,4
H Figado bovino 70,5 +0,3
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Verificou-se que, de maneira geral, as amostras de sangue possuem teor de
agua maior do que as amostras de figado (independente da origem). Ainda, foi
observado que o teor de agua entre os sangues (humanos, bovinos e suinos)

variaram de 70,8 + 0,3 (amostra A) a 81,5 + 0,3% (amostra E), enquanto que para o

figado (suino e bovino) variaram de 66,9 + 0,4 (amostra G) a 70,5 + 0,3 (amostra H).

4.1.2 Determinacao de metais em sangue e figado apdés digestao por via
umida assistida por micro-ondas

Atualmente sdao bem conhecidos os efeitos adversos que a presenca de
certos metais pode causar nos sistemas biolégicos'®?'®. Dessa maneira, torna-se
importante, também, a determinagcédo desses elementos em amostras bioldgicas.

As condicoes experimentais do método da MAWD para a posterior
determinacdo de metais em sangue foram adaptadas de um trabalho prévio®. Para
a etapa de digestdo, aproximadamente 200 mg de sangue foram pesados
diretamente nos frascos de quartzo com o auxilio de uma seringa e, em seguida, 6
mL de HNO3 7 mol L foram adicionados sobre a amostra.

Inicialmente, os frascos contendo o sangue e o HNO3; foram deixados abertos
e em repouso durante 30 min (em temperatura ambiente) para uma etapa de pré-
reacdo evitando, assim, um brusco aumento de pressao durante a digestdo. O
procedimento utilizado e o programa de irradiacdo estdo descritos no item 3.4.2
(Materiais e Métodos).

A digestao de figado foi feita por MAWD-SRC, também com base em um
trabalho prévio'®. Para este procedimento, aproximadamente 500 mg de figado
(liofilizado) foram pesados diretamente no interior dos frascos de quartzo e 6 mL de
HNO; 14 mol L™ foram adicionados sobre a amostra. O procedimento utilizado e o
programa de irradiacao estao descritos no item 3.4.3 (Materiais e Métodos).

Em ambos os métodos de digestdo, os digeridos apresentaram aspecto
limpido, sem a presenca de residuos sélidos. Ap6s a coleta das solucdes, a
determinacao de metais foi feita por ICP-MS e ICP-OES. Os resultados podem ser
observados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Caracterizacao elementar de sangue e figado apés MAWD e MAWD-SRC, respetivamente. Os valores representam a

média + desvio padrdo (ug g'), n = 3. Determinagées feitas por (a) ICP-MS e (b) ICP-OES.

Concentracdo, ug g’

Elemento

A B Cc D E F G H
AP < 2,00 < 2,00 < 2,00 < 2,00 2,27 £ 0,09 1,18 £ 0,101 3,36 £ 0,305 2,42 +£0,112
As? < 0,02 <0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 0,034 + 0,001 0,014 + 0,001 0,012 + 0,001
Ba® < 0,03 0,073 + 0,002 < 0,03 0,082 + 0,004 0,059 £ 0,002 0,068 + 0,004 0,088 + 0,005 0,122 + 0,007
ca’ 59,2+ 1,5 559+1,8 70,4 +2,6 63,6 + 3,7 652+1,5 128 + 6 140+ 8 148 + 6
Cad® < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,088 + 0,001 0,041 + 0,002 0,152 + 0,006
Co® < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,158 £ 0,013 0,123 £ 0,014 0,142 £ 0,012
cr® < 0,20 <0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,20 0,516 + 0,006 0,165+ 0,012 0,604 + 0,035
cu® 0,881 £ 0,015 1,03 £ 0,05 0,668 + 0,017 0,411 £ 0,018 0,668 + 0,017 199 £ 10 14,6 £0,8 188 + 11
Fe® 440 + 22 496 £ 10 451 + 38 418 +35 405+12 160 £ 13 810+ 25 240 £ 16
K® 1575 £ 144 2332 + 119 1770 £ 124 860 * 42 1050 + 88 8951 + 430 9524 + 716 9186 + 459
MgP 309+1,6 373+14 32,0+£25 29,6 +2,3 26,5+0,7 569 + 37 729 £ 52 573+19
Mn? < 0,02 <0,02 < 0,02 < 0,02 0,311 £ 0,013 8,01 £ 0,09 7,75+0,48 9,68 + 0,91
Mo?® < 0,005 < 0,005 < 0,005 < 0,005 0,012 £+ 0,001 3,90 + 0,44 411 +£0,14 2,80 + 0,82
Na® 1450 £ 110 1865 £ 150 1329 £ 108 1876 £ 62 1977 £ 95 1911 £ 101 2552 + 43 2236 + 143
Ni® <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 0,409 + 0,062 0,181 + 0,008 0,322 + 0,003
Pb® < 0,01 0,018 + 0,002 < 0,01 < 0,01 0,021 £ 0,002 < 0,005 0,076 + 0,008 < 0,005
Sn? <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 < 0,07 < 0,07 < 0,07
Sr? <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 0,104 + 0,005 0,158 + 0,006 0,091 + 0,004
V2 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 0,008 + 0,001 0,046 + 0,002 0,007 + 0,001
Zn® < 3,00 < 3,00 < 3,00 3,27 £ 0,09 < 3,00 99,5+6,9 154 +8 91,9+45

Digestdo de sangue: 250 mg (MAWD)

Digestéo de figado: 500 mg - liofilizado (MAWD-SRC)



99

De maneira geral, as amostras de figado (F, G e H) apresentaram as maiores
concentracbes de metais (especialmente metais alcalinos e alcalino-terrosos),
quando comparadas as amostras de sangue (Tabela 12). Cabe salientar que o
figado é responsavel pelo desempenho de diversas funcdes no organismo humano,
como o metabolismo de macronutrientes, regulacdo do volume sanguineo e a
quebra de compostos xenobiéticos, incluindo alguns medicamentos*'%°. Desta
forma, o figado pode acumular elementos (incluindo os tdxicos) que, por sua vez,
ndo sdo facilmente eliminados'*.

Ainda, conforme mostrado na Tabela 12, foi observado que, tanto o sangue
quanto o figado, apresentaram concentracbes muito baixas de As, Cd, Cr e Pb,
elementos sem ainda funcao biolégica essencial conhecida (Cd e Pb).

Por outro lado, Ca, Fe, K, Mg e Na por exemplo, presentes em altas
concentragcdes, tanto no sangue, como no figado, desempenham importantes
fungdes no organismo. Os ions Na* e K*, ajudam no regulamento da distribuicdo de
agua ao longo do organismo, atuando no controle da pressdo osmética’®. Ainda, o
Mg € um co-fator metabdlico em varias funcées metabdlicas, como por exemplo, na
bomba de Na* e K*, e pode auxiliar no metabolismo do Ca*?, que, por sua vez auxilia
na formagdo dos ossos e pode ajudar na diminuicdo da pressao arterial’®’. O Fe,
assim como os demais elementos, é essencial para 0 organismo, visto que ele esta
presente na hemoglobina, sendo a responsavel pelo transporte de oxigénio ao longo
do organismo 8.

E importante mencionar que tanto a concentracdo de metais, presentes no
sangue quanto no figado estao concordantes com a concentracdo obtida para esses

elementos e para essas amostras em trabalhos dispostos na literatura®®’*.

4.1.3 Determinacdao de REE em sangue apds digestao por via umida assistida
por micro-ondas

Inicialmente, foi feita a digestdo das amostras de sangue por MAWD
baseadas em um trabalho prévio para a posterior determin¢cdo de REE por USN-ICP-
MS®. A descricdo do procedimento estd descrita no item 3.4.2 (Materiais e
Métodos). Esses experimentos foram feitos com o objetivo de obter os valores de
referéncia para os REE nas amostras. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 13.
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Tabela 13 - Determinacdao de REE em sangue ap6s MAWD. Os valores representam
a média + desvio padrdo (ng g”'), n = 5. Determinagdes feitas por USN-

ICP-MS.
Concentracéo, ng g™
Elemento
Sangue A Sangue B Sangue C Sangue D Sangue E
Ce <125 <125 <125 <125 <125
Dy <75 <75 <75 <75 <75
Er <6,3 <6,3 <6,3 <63 <6,3
Eu <6,9 <69 <69 <69 <69
Gd <125 <125 <125 <125 <125
Ho <33 <33 <33 <33 <33
La < 25,2 < 25,2 < 25,2 < 25,2 < 25,2
Lu <6,5 <6,5 <6,5 <6,5 <6,5
Nd <18,8 <18,8 <18,8 <18,8 <18,8
Pr < 16,3 < 16,3 < 16,3 < 16,3 < 16,3
Sm <174 <174 <174 <174 <174
Tb <6,3 <6,3 <6,3 <6,3 <6,3
Tm <70 <70 <70 <70 <70
Y <25 <25 <25 <25 <25
Yb <75 <75 <75 <75 <75

Como pode ser observado na Tabela 13, todos os REE ficaram abaixo dos
LOQs em todas as amostras apos a digestdao por MAWD e determinacao por USN-
ICP-MS. Dessa forma, considerando as baixas concentracdes desses elementos
nesse tipo de amostra, o desenvolvimento de métodos analiticos que possibilitem a
obtencéo de baixos LOQs sao fundamentais.

4.2 VAPORIZACAO ELETROTERMICA E ESPECTROMETRIA DE MASSA COM
PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ETV-ICP-MS)

A determinacdo de REE em plasma sanguineo por ETV-ICP-MS foi feita por
Wibetoe e colaboradores®. No entanto, ha muitas ddvidas quanto ao
desenvolvimento deste estudo. Dentre os problemas observados, os autores nao
descrevem o desvio padrdo da concentracdo dos REE presentes nas amostras.
Ainda, os autores mencionam que nao foi possivel a determinacdo de Ce devido a
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uma fonte desconhecida de contaminacdo. E importante mencionar que nesse
trabalho, ndo foi feito o monitoramento do sinal do Ar," (m/z 78) para verificar
possiveis mudancas na estabilidade do plasma. Dessa maneira, surge a
necessidade do desenvolvimento de um método adequado que possibilite avaliar as
possiveis interferéncias para a determinacao de REE em sangue por ETV-ICP-MS.
No presente estudo, como condic¢ao inicial, e conforme demonstrado por Silva
e colaboradores®®, todos os experimentos foram feitos utilizando Freon R-12 (gas
halogenado) para favorecer a volatilizacao dos REE na etapa de vaporizacéao.

4.2.1 Avaliacao da temperatura de pirdlise sobre a massa residual da amostra
de sangue

Com a finalidade de verificar o comportamento térmico do sangue em funcao
da temperatura aplicada no sistema de ETV, bem como auxiliar na escolha da
temperatura de pirélise, foram feitos alguns experimentos de perda de massa de
sangue. A etapa de pirdlise foi avaliada com base em trabalhos prévios, usando 4
mg de sangue e etapas de 40 s (rampa) e 40 s de permanéncia em cada
temperatura avaliada (100 a 600 °C)'?%™*° A vazdo do gas carreador e do gas
bypass foi de 0,40 L min™.

A perda de massa foi calculada com base na diferenca de massa da
plataforma antes e depois da simulacdo da etapa de pirdlise. O resultado foi
representado considerando a massa inicial como sendo 100%. Na Figura 15 é
possivel observar o perfil de perda de massa em fungédo da temperatura.
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Figura 15 - Efeito da temperatura de pirdlise sobre a massa residual de sangue. As
barras representam o desvio padrao (n=3).
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 15, é possivel observar
que quando a temperatura de 100 °C foi aplicada, obteve-se uma massa residual de
amostra de aproximadamente 18%. Esse resultado ja era esperado, visto que o
sangue é composto majoritariamente por agua (70 a 80%). Para temperaturas
superiores a 300 °C, a massa residual foi menor do que 5%, o0 que indica a
eliminagcdo da maior parte da matriz original. No entanto, nessa temperatura ha a
possibilidade da presenga de alguns concomitantes remanescentes na plataforma
(como sais de Na, K e Fe, por exemplo). Esses elementos ndo sao eliminados
quando essa temperatura é aplicada, podendo, entao, causar interferéncias na etapa
da medida dos REE'*°.

4.2.2 Avaliacao da massa de sangue

A massa de sangue é um parametro importante que deve ser avaliado com
cautela em estudos por ETV-ICP-MS. No presente trabalho, foram avaliadas massas
de sangue de 0,25 a 4 mg. O programa de aquecimento utilizado para estas
avaliacOes esta descrito na Tabela 7 (ltem 3.5, Materiais e Métodos). Cabe salientar
que, em todas as avaliagcdes da ETV-ICP-MS, foi feito o monitoramento do sinal do
Ary" (m/z 78) para verificar possiveis oscilagdes na medida. Na Figura 16 é possivel
observar o sinal do Ar." obtido para todas as massas de sangue avaliadas.
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Figura 16 - Avaliagdo da massa de sangue no sistema ETV-ICP-MS sobre a intensidade do Ar.": A) 0,25 mg; B) 0,5 mg; C) 2 mg e
D) 4 mg. Condicoes: temperatura de pirdlise de 300 °C (40 s) e vaporizacao de 2200 °C (6 s); vazao do gas bypass de

0,40 L min"; gas carreador de 0,40 L min™ e freon de 2,00 mL min™.
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Como pode ser observado na Figura 16, independentemente da massa de
sangue utilizada (na faixa de 0,25 a 4 mg), foi observada a supressao da intensidade
do sinal do Ar.". Ainda, é possivel observar que a medida que a massa de sangue
aumenta, o efeito de supressdo é cada vez mais pronunciado. De acordo com os
resultados, a diminuicdo da intensidade do sinal do Ar," foi na ordem de 40 a 70%
guando foram utilizadas massas de sangue de 0,25 e 4 mg, respectivamente.

Os resultados observados na Figura 16 podem ser explicados por duas
hipoteses. A primeira delas refere-se ao pequeno tempo de abertura da valvula do
gas Freon R-12 antes da vaporizacao (visto que € necessario um tempo de
estabilizacdo do plasma quando o Freon R-12 chega até o mesmo). Neste caso, a
abertura da valvula do gas Freon R-12 foi feita 20 s antes do inicio da vaporizag¢ao.
Cabe destacar, que alguns trabalhos relatam que esse tempo seria suficiente para a
estabilizacdo do plasma antes da volatilizagdo dos REE?*'?. Por outro lado, a
segunda hipo6tese sugere que possiveis constituintes da matriz (como o Fe, K e Na)
sdo volatilizados juntamente com os REE na etapa de vaporizacdo causando a
supressdao do sinal quando estes chegam ao plasma. Cabe destacar que os
experimentos foram feitos utilizando 0,25 mg de sangue.

Com o objetivo de avaliar se os problemas de supressdo sinal do Ar,"
observados era influenciado pelo tempo de abertura da valvula do gas Freon R-12,
foram feitos dois experimentos adicionais. Dessa forma, foi aumentado o tempo de
estabilizacdo do plasma para 30 e 40 s apds a introducao do gas Freon R-12 no
sistema de ETV para que a etapa de vaporizacdo fosse feita. Em ambas as
situagdes, independente da massa de amostra utilizada, observou-se efeitos de
supressao de sinal do Ar,".

De acordo com os resultados observados (Figura 15), embora 95% da massa
total de sangue seja eliminada usando 300 °C, os constituintes inorganicos
majoritarios presentes no sangue (Fe, Na e K) permanecem na plataforma. Estes
constituintes podem ser volatilizados no decorrer do programa de aquecimento e,
com isso, chegar até o plasma e causar interferéncias na determinacao dos REE.
Alguns trabalhos mencionam alteracdes no plasma devido a presenca de elementos
facilmente ionizaveis, como Na e K. Dentre esses efeitos, destacam-se mudancas
nos equilibrios de ionizacao, efeito espagco carga e, até mesmo, mudancas de

103,141

energia do plasma . Dessa maneira, considerando todos os concomitantes

presentes no sangue (principalmente os sais dos metais alcalinos e alcalino-
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terrosos), subsequentes experimentos foram feitos de modo a solucionar os efeitos
de supressao de sinal de Ar," para a posterior determinagdo dos REE por ETV-ICP-
MS.

4.2.3 Avaliacao da temperatura pirdlise

De maneira geral, a otimizacdo do programa de aquecimento do forno de
grafite do sistema de ETV é feito através da avaliacdo das curvas de pirdlise e
atomizacdo. Conforme mencionado no item 4.3 (Resultados), foram observadas
interferéncias, possivelmente oriundas da presenca de Fe, K e Na, que sao
constituintes majoritarios do sangue. Conforme € sabido, esses elementos nao sao
facilmente volatilizados e, por isso, a otimizacdo da temperatura de pirélise torna-se
importante com o objetivo de tentar eliminar esses elementos antes da vaporizagao
dos REE. No entanto, a otimizacdo da temperatura de pir6lise ndo € uma tarefa
simples e, no caso dos REE, uma atencdo ainda maior deve ser dada visto que as
temperaturas de volatilizagdes destes elementos sao superiores a 1600 °C (na forma
de cloretos)'*.

De acordo com Silva'®, foram observadas perdas dos REE quando
temperaturas de pirdlise superiores a 700 °C foram avaliadas usando solugdes de
referéncia. Essa € uma conclusao importante, tendo em vista que, usualmente, a
calibracdo do sistema de ETV-ICP-MS é feita usando solugdes de referéncia. Por
este motivo, visando a determinacao de REE por ETV-ICP-MS, a temperatura de
pirélise fica limitada a 700 °C, se a calibracdo do sistema for feita com solucdo de
referéncia. Cabe mencionar que nao ha disponibilidade de CRMs com concentragcéao
conhecida dos REE para sangue, o que dificulta a possibilidade de calibrar o
equipamento de ETV-ICP-MS com este tipo de material.

Considerando o0s aspectos mencionados anteriormente, foi feito o
monitoramento do sinal analitico do Ar," na maxima temperatura de pirélise que
poderia ser utilizada (700°C) sem que houvesse perdas significativas dos analitos
em solucao. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 17.
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Figura 17 - Efeito da temperatura de pirdlise sobre a intensidade do Ar,*. Condigoes:
0,25 mg de sangue, 40 s de permanéncia na etapa de pirdlise;
vaporizacdo a 2200 °C (6 s); vazdo do gas bypass de 0,40 L min™'; gas
carreador de 0,40 L min™ e freon de 2,00 mL min™".
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Como pode ser observado na Figura 17, ocorreu a supressao de intensidade
do sinal do Ary" (aproximadamente 36%), mesmo usando temperatura de pirélise de
700 °C por 40 s. Dessa maneira nao é possivel eliminar a interferéncia de Fe, K e Na
usando temperaturas de pirélise de até 700 °C. Esse resultado era esperado, uma
vez que Fe, Na e K possuem temperatura de volatilizacao superior a 650 °C mesmo
associado a cloretos'*.

Cabe resaltar que os resultados obtidos sdo discordantes com o estudo
proposto por Wibetoe e colaboradores®®. Nesse estudo, os autores utilizaram
temperatura de pirdlise de 1400 °C mesmo usando calibragdo com solugbes de
referéncia. Os autores ndo comentaram sobre eventuais perdas dos REE durante o

aqguecimento na etapa de calibracdo do equipamento
4.2.4 Avaliacao do tempo de pirdlise

O tempo de pirdlise foi avaliado para verificar se poderia ocorrer a
volatilizacdo de Fe, K e Na em tempos de 40, 60 e de 80 s a 700 °C. Os resultados

obtidos para o sinal analitico do Ar." podem ser observados na Figura 18.
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Figura 18 - Efeito do tempo de pir6lise em 700 °C sobre a intensidade do Aro": A) 40 s; B) 60 s e C) 80 s. Condicdes: vaporizacao a
2200 °C (6 s); 0,25 mg de sangue; vazdo do gas bypass de 0,40 L min™'; gas carreador de 0,40 L min™" e freon de 2,00

mL min™".
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Como pode ser observado (Figura 18), ocorreu a supresséo do sinal do Ar,"
para todos os REE em todos os tempos de permanéncia avaliados (40 a 80 s) em
700 °C (temperatura de pirélise). Dessa maneira, optou-se por manter o tempo de 40
s na etapa de pirdlise. Esses resultados evidenciam que os elementos que
possivelmente estdo causando a supressao do sinal (Fe, K e Na) nao sdo removidos
de maneira facil da plataforma de grafite (nessa temperatura). E importante
mencionar que nao é possivel usar modificadores halogenados na etapa de pirdlise,
pois os REE podem ser facilmente perdidos por volatiliagcdo na forma de cloretos.

4.2.5 Avaliacao da massa de acido citrico

De acordo com Silva et. al®®

observou-se que a intensidade do sinal para os
REE aumentou, ao passo que os RSDs diminuiram com o uso de &cido citrico como
modificador organico. O mecanismo de acdo dos modificadores organicos no
processo de atomizacdo ainda ndo é bem conhecido, mas a formagao de gases com
propriedades redutoras (H, e CO) gerados pela decomposicdo térmica do acido
citrico na etapa de pirdlise, pode favorecer a reducdo dos 6xidos REE. Ainda, a
formacao de C amorfo (em aproximadamente 900 °C), bem como sua liberacéo por
meio da decomposicdo e formacdo de espécies ativas de C (em temperaturas
superiores a 900 °C) podem ser possiveis justificativas para o aumento da
intensidade dos REE'?*'2613 Adicionalmente, o uso do &cido citrico pode aumentar
a eficiéncia de transporte dos REE até o plasma, pois as espécies ativas de C
podem formar um aerossol estavel devido a formagcao de clusters'*1%>126:142

Dessa forma, considerando-se os aspectos mencionados, foi feita a avaliagao
do uso do &cido citrico para verificar se a sua decomposicdo térmica poderia
acelerar a volatilizagdo dos interferentes e, consequentemente, a eliminacao destes.
Ainda, essa avaliagao foi feita para verificar se 0 uso do acido citrico poderia
favorecer a formacdao de carbetos dos elementos interferentes, fixando-os a
plataforma de grafite durante a vaporizagdo. Para isso, foram avaliadas massas de
acido citrico de 6, 8 e 10 mg (a partir de uma solucdo de 400 g L) e foi feito o
monitoramento do sinal do Ar.". Os resultados obtidos podem ser observados na

Figura 19.
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Figura 19 - Efeito da massa do acido citrico sobre a intensidade do Ar.": A) 6 mg; B) 8 mg e C) 10 mg. Condigdes: Pir6lise a 700 °C
(40 s); vaporizacdo a 2200 °C (6 s); 0,25 mg de sangue; vazdo do gas bypass de 0,40 L min™'; gas carreador de 0,40 L
min™' e freon de 2,00 mL min™".
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De acordo com os resultados obtidos na Figura 19, observou-se que 0 uso do
acido citrico ndo evitou a supressao de sinal do Aro", independentemente da massa
de &cido citrico avaliada (6 a 10 mg). Embora o mecanismo de acdo dos
modificadores organicos nao esteja bem elucidado, a maioria dos modificadores
quimicos organicos atuam por meio de um mecanismo bastante complexo que é
controlado por reagdes na solucdo da amostra, na fase sélida (durante a pirélise) e
na fase gasosa do atomizador'®. Dessa maneira, foi evidenciado que essas reagdes
e a possivel decomposicao térmica do acido citrico ndo aceleraram a volatilizacao
do Fe, Na e K. Adicionalmente, também observou-se que o uso do acido citrico nao
foi capaz de reter os elementos interferentes na plataforma de grafite retardando
suas volatilizagoes.

No entanto, considerando que o acido citrico pode ajudar no transporte dos
REE até o plasma e, consequentemente, aumentar a intensidade do sinal, bem
como a diminuicdo dos RSDs, optou-se por manter o uso do acido citrico. A massa

de 4cido citrico escolhida foi de 6 mg otimizada por silva et al®.

4.2.6 Avaliacao do uso de O; durante a pirdlise

O O2 pode ser utilizado em conjunto com o gas carreador para aumentar a
volatilidade da matéria organica, conforme demonstrado em um trabalho prévio®’.
Ainda, o O, pode aumentar a eficiéncia de transporte do analito, pois aumenta a
quantidade de particulas de C dentro do compartimento do forno de grafite.
Consequentemente, essas particulas podem atuar como carreadores fisicos, visto
que os elementos podem condensar-se na sua superficie e serem transportados de
maneira mais eficiente®’.

No presente trabalho, foi feita a avaliacdo do uso de O, na etapa de pirdlise
para verificar se Fe, Na e K poderiam formar oOxidos (compostos de dificil
volatiliza¢do) e, entéo, ficarem adsorvidos na plataforma de grafite. A vazao de O; foi
fixada em 100 mL min™ e foi adicionado em conjunto com o gas carreador. Na Figura

20 podem ser observado os resultados obtidos.
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Figura 20 - Efeito da vazao do O, sobre a intensidade do Ar,": Condicdes: 100 mL
min” de Oy; pirdlise a 700 °C (40 s); vaporizacdo a 2200 °C (6 s); 0,25
mg de sangue; 6 mg de acido citrico; vazdo do gas bypass de 0,40 L
min™'; gas carreador de 0,40 L min™" e freon de 2,00 mL min™.
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De acordo com os resultados (Figura 20), com uso do O, ocorreu supressao
do sinal do Ar," (aproximadamente 38%) na determinacdo de REE. Neste caso, é
possivel que o O, tenha convertido os elementos interferentes nos seus respectivos
oxidos durante a etapa de pirdlise. No entanto, quando a temperatura do forno é
aumentada para fazer a etapa de vaporizacao dos REE (2200 °C) e, com a presenca
dos Freon R-12, os elementos s&o facilmente convertidos a cloretos e volatilizados.

E importante mencionar que foi feito um experimento adicional utilizando 200
mL min™ de O, mas ndo houve melhora na intensidade do sinal do Ar,*. Dessa

maneira, optou-se por nao utilizar o O, na etapa da pirélise.
4.2.7 Avaliacao do uso de Ir

Os elementos do grupo da platina possuem a capacidade de atuar como
modificadores quimicos e, portanto, podem ser utilizados para aumentar a
estabilidade térmica dos analitos. Dessa forma, o Ir foi utilizado no presente trabalho
para verificar a possibilidade de melhora da separacao analitos/matriz através de
sua possivel interacdo quimica com os interferentes (Fe, Na e K). Assim, a
volatilizacdo dos interferentes poderia ser dificultada’.
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Inicialmente, os experimentos foram feitos utilizando 4 ug de Ir, tendo como
base os resultados obtidos por Henn et al®’. Assim, apds adi¢cdo de 6 mg do acido
citrico (massa previamente otimizada), 4 ug de Ir (a partir de uma solugéo contendo
1000 mg L), foram adicionados na plataforma de grafite. Os resultados obtidos para
a intensidade do sinal do Ar," podem ser observados na Figura 21.

Figura 21 - Efeito do Ir sobre a intensidade do Ar,*. Condicdes: 4 ug de Ir; pirdlise a
700 °C (40 s); vaporizagao a 2200 °C (6 s); 0,25 mg de sangue; 6 mg de
acido citrico; vazdo do gas bypass de 0,40 L min™'; gas carreador de
0,40 L min™" e freon de 2,00 mL min™.
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De acordo com a Figura 21, foi possivel observar que a utilizacao do Ir como
modificador ndo evitou a supressdo do sinal para o Ar,". Dessa forma, pode- se
concluir que a retencao de Fe, K e Na na plataforma de grafite ndo ocorre facilmente
(mesmo usando modificadores que possuem essa capacidade, como € o caso do Ir).
Provavelmente, isso esteja relacionado com a reatividade do gas Freon R-12 na
vaporizacdo. E importante mencionar que foi feito um experimento utilizando massa
maior de Ir (6 pg), mas ndo houve melhora na estabilizacdo da intensidade do sinal
do Ar2+.

Adicionalmente, ap6s o0 programa de aquecimento foi observado que, apds
aproximadamente 10 ciclos de pesagem de amostra e subsequente aquecimento no
forno de ETV, a plataforma ficou escura (Figura 22). Essa caracteristica pode indicar
possiveis reacdes quimicas entre o Ir e o Freon R-12, levando a remocéao do grafite
pirolitico que recobre a plataforma de grafite.
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Figura 22 - Plataforma de grafite apds avaliacdo do efeito do Ir sobre a intensidade
do Ar," (apds, aproximadamente 10 ciclos). Condigbes: 4 ug de Ir;
pirélise a 700 °C (40 s); vaporizacao a 2200 °C (6 s); 0,25 mg de sangue;
6 mg de &cido citrico; vazdo do gas bypass de 0,40 L min™; gas
carreador de 0,40 L min™ e freon de 2,00 mL min™.

4.2.8 Avaliacao do recobrimento da plataforma de grafite com Zr

Ap6s os experimentos feitos com Ir, verificou-se que a superficie da
plataforma de grafite foi danificada, como apresentado na Figura 22. Para tentar
evitar esses danos na plataforma de grafite, optou-se por fazer o recobrimento desta
com Zr e continuar usando Ir para verificar a possibilidade de retencdo dos
interferentes Fe, K e Na. Assim, os REE seriam direcionados para o plasma, livre
dessas interferéncias.

O recobrimento da plataforma foi feito com base em Picoloto''. Assim, foi
feita a adicdo de 20 pL de uma solucdo de 1000 mg L™ de Zr (aquecimento a 1000
°C por 10 s). Esse procedimento foi repetido por 10 vezes. Na Figura 23 pode ser

observado o aspecto da plataforma antes e depois do recobrimento com Zr.

Figura 23 - Recobrimento da plataforma de grafite: A) plataforma de grafite antes do
recobrimento e B) plataforma de grafite depois do recobrimento com Zr.

A- B-

Apos o recobrimento da plataforma de grafite com Zr, conforme observado na

figura 23 B, foi feita a adi¢cdo do acido citrico (6 mg) e do Ir (4 ug), além de 0,25 mg
de sangue. Apods, a plataforma foi submetida ao programa de aquecimento (Tabela
7) por duas vezes de maneira sucessivas. Os resultados obtidos para o sinal do Ar,*

podem ser observados na Figura 24.
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Figura 24 - Avaliacao do recobrimento da plataforma de grafite sobre a intensidade
do Ar,": A) 12 |eitura e B) 22 leitura. Condigdes: 4 ug de Ir; pirdlise a 700
°C (40 s); vaporizacao a 2200 °C (6 s); 0,25 mg de sangue; 6 mg de
acido C|tr|co vazao do gas bypass de 0,40 L min™'; gas carreador de

0,40 L min™' e freon de 2,00 mL min'.
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Como observado na Figura 24, o recobrimento da plataforma de grafite com
Zr diminuiu ainda mais a intensidade do Ar,". Dessa maneira, foi observado que
grande parte do Zr, previamente adicionado na plataforma de grafite, foi volatilizado
durante a vaporizacao. Isso provavelmente ocorreu devido a presenca do Freon R-
12 nesta etapa. E importante salientar que, mesmo fazendo duas leituras da
plataforma de grafite ap6s o recobrimento com Zr, ainda ocorreu a volatilizagdo do Zr
devido a intensa supressao do sinal do Ar.,".

Na Figura 25 é possivel observar o aspecto visual do plasma devido a
presenca de Zr, o qual que foi volatilizado da plataforma de grafite durante o
programa de aquecimento aplicado.

Figura 25 - Aspecto visual do plasma apds recobrimento da plataforma de grafite
com Zr. Condicdes: 4 ug de Ir; pirélise a 700 °C (40 s); vaporizagao a
2200 °C (6 s); 0,25 mg de sangue; 6 mg de acido C|tr|co vazao do gas
bypassd1e 0, 40 L min"; gas carreador de 0,40 L min™' e freon de 2,00
mL min
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A volatilizacao do Zr da plataforma de grafite (Figura 25) causou alteracbes na
cor do plasma, deixando-o azulado. Dessa maneira, de acordo com os resultados
obtidos apds os experimentos feitos com o uso de modificadores quimicos (Ir e Zr),
nao se conseguiu reter (nesta etapa) os elementos interferentes na plataforma de

grafite durante a etapa de volatilizacao dos REE.

4.2.9 Separacao dos elementos figurados do sangue e do soro

A determinacdo de REE em sangue por ETV-ICP-MS ndo € uma tarefa
analitica facil. A presenca de Fe, K e Na, constituintes presentes no sangue em
elevadas concentracoes, tornam essa tarefa ainda mais dificil. Possivelmente, o K e
o Na estejam presentes no soro sanguineo na forma de cloretos, enquanto que o Fe
estda presente nas hemacias, visto que é o elemento central que forma a
hemoglobina. Dentre todas as tentativas visando acelerar ou retardar a volatilidade
desses elementos interferentes, nenhuma delas apresentou resultados satisfatorios.

Dessa maneira, considerando o0s aspectos mencionados anteriormente,
optou-se por fazer a separacao entre o soro e dos elementos figurados do sangue,
visando reduzir a concentragdo dos interferentes da amostra a ser analisada. Para
isso, 4 mL de sangue foram transferidos para um tubo de coleta de sangue
(especifico para esse fim). Posteriormente, o frasco foi submetido a centrifugacéao
durante 10 min a 3450 rpm para a separagao dos soro e da fracao celular.

Apéds a centrigucao (3450 rpm por 10 min), a fracdo sobrenadante (soro) foi
separada dos elementos figurados do sangue (fracdo decantada) com o auxilio de
uma seringa. Ambas as fracdes foram transferidas para outros tubos de coleta.
Posteriormente, 0,25 mg de soro ou da fragdo celular (em experimentos distintos)
foram pesados diretamente na plataforma de grafite e submetidas ao programa de
aquecimento aplicado na ETV-ICP-MS. Os resultados obtidos para o sinal do Ar,* em
ambas as fracbes (soro e dos elementos figurados do sangue) podem ser
observados na Figura 26.
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Figura 26 - Separacao entre A) soro e B) elementos figurados do sangue e
monitoramento da intensidade do Ar,*. Condicdes: 4 ug de Ir; pirélise
a 700 °C (40 s); vaporizacao a 2200 °C (6 s); 0,25 mg de soro ou dos
elementos figurados do sangue; 6 mg de &cido citrico; vazdo do gas
bypass de 0,40 L min™'; gas carreador de 0,40 L min™ e freon de 2,00
mL min™.
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Como pode ser observado na Figura 26, foi observada a supressao de sinal
do Ar." de, aproximadamente, 26% e 30%, respectivamente, para as amostras de
soro e dos elementos figurados do sangue. Assim, a separacdo do soro e dos
elementos figurados do sangue nao foi suficiente para contornar as possiveis
interferéncias na determinacdo de REE por ETV-ICP-MS. No plasma, as
interferéncias sdo possivelmente associadas a presenca de sais soluveis de Na e K,
enquanto que para os elementos figurados do sangue, a alta concentracédo de Fe
pode ter causado a interferéncia. Dessa forma, assim como todas as outras
condigbes expeimentais avaliadas, ndo foi possivel contornar as interferéncias
causadas por Fe, Na e K durante a determinacdo de REE em sangue por ETV-ICP-
MS.

A ETV-ICP-MS é uma das técnicas mais indicadas para a determinagao
elementar em baixa concentracdo quando nao ha grande disponibilidade de amostra
(como é o caso do sangue). No entanto, mostrou-se susceptivel a interferéncias
provenientes de matriz. E importante enfatizar que a remocdo dos interferentes
poderia ser feita com o uso de temperaturas de pirélise mais elevada (acima de 700
2C). No entanto, como ocorre a perdas dos REE (em solucdo), essa possibilidade
ndao € a mais viavel, visto que a calibracdo do equipamento de ETV-ICP-MS,
geralmente, é feita com solucdes de referéncia.

Outra possibilidade para contornar possiveis interferéncias da matriz seria a
calibracao do sistema de ETV-ICP-MS com o uso de CRMs. No entanto, ndo ha

disponibilidade de CRM de sangue com concentracédo conhecida dos REE. Ainda, no
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caso da disponibilidade de CRMs com matriz similar ao sangue (ou outra amostra
biolégica, por exemplo), estes teriam concentragdes de Fe, Na e K elevadas e o
mesmo problema de interferéncia poderia ser observado.

Considerando todos os resultados obtidos, a ETV-ICP-MS néo foi apropriada
para a determinacdo de REE em sangue. Com base nisto, optou-se por utilizar a
técnica de ICP-MS utilizando o USN para a determinacdo destes elementos. No
entanto, uma vez que a amostra sélida precisa ser convertida em uma solucao
compativel a esta técnica, o uso de métodos de preparo de amostras passam a ser
necessarios. No entanto, previamente a isso, um estudo detalhado de interferéncias
na determinacdo dos REE por USN-ICP-MS foi feito, de modo a evitar possiveis

interferéncias.

4.3 AVALIACAO DE POSSIVEIS INTERFERENCIAS DURANTE A
DETERMINACAO DE REE POR USN-ICP-MS

Considerando a necessidade de aplicagdo de métodos de preparo de amostra
adequados para a subsequente determinacédo de REE em sangue por USN-ICP-MS,
€ essencial um estudo sistematico de possiveis interferéncias oriundas da matriz. De
acordo com os resultados apresentados na Tabela 12 (Resultados), os elementos
presentes em maiores concentracdes nas amostras de sangue sao Ca, Mg, Fe, Na e
K. Entao, inicialmente, o estudo sistematico foi feito para estes elementos.

O estudo sistematico foi feito conforme descricdo na sessao 3.6 (Materiais e
Meétodos). A avaliacao de possiveis interferéncias causadas pelos metais foram
feitas para a concentracdo dos REE de 250 ng L™). Uma faixa de tolerancia de 10%,
para mais ou para menos, foi aceita como oscilagbes normais de medida no
equipamento de ICP-MS. Assim, somente foram consideradas como interferéncias
os resultados de intensidade de sinal inferiores a 90% ou superiores a 110%.

4.3.1 Avaliacao do efeito do Na na determinacao de REE por USN-ICP-MS

Segundo alguns estudos'®'*' 4 presenca de elementos facilmente

ionizaveis, como é o caso dos metais alcalinos, pode levar a erros durante a
determinacao de outros elementos (como Al, Cr e Cu, por exemplo). Quando esses

elementos facilmente ionizaveis estao presentes em altas concentracbes, as
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caracteristicas do plasma podem ser alteraradas e causam, na maioria das vezes,
supressdo na intensidade de sinal dos analitos, comprometendo a exatiddo dos
resultados. Por possuir funcdes especificas no organismo, o Na € um dos metais
alcalinos presente no sangue em altas concentracoes. Por isso, ha a necessidade de
investigacao dos seus efeitos na determinacao de REE por USN-ICP-MS neste tipo
de amostra. Na Figura 27 é possivel observar os resultados obtidos para o efeito do
Na na determinacdo de REE por USN-ICP-MS.
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Figura 27 - Efeito da concentracdo de Na na determinacdo de REE (250 ng L") por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua
representa a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e as
linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que as
concordancias obtidas entre as solu¢des contendo os REE com a presenca de Na
até 50 mg L' e a solugdo de referéncia foi na faixa de 90 a 110% para todos os
REE. Por outro lado, para as solucdes contendo concentracbes de Na igual ou
superiores & 75 mg L™, foi observado um efeito de supressao de intensidade de sinal
para todos os REE (de 20 & 60% para 100 e 1000 mg L' de Na, respectivamente). E
importante salientar que o comportamento de supressao de intensidade de sinal
causado pela preenca de Na foi similar para todos os analitos.

O efeito de supressao de intensidade de sinal causado pelo Na, também foi
observado em estudos prévios, na determinacdo de metais'' e REE'?*. Em ambos
os trabalhos reportados, os autores ndo observaram correlacdo entre o efeito de
supressao de sinal causado por um elemento com facil ionizacao (como o Na e o K),
e o potencial de ionizacao dos analitos. Dessa forma, € importante mencionar que as
mesmas conclusdes foram observadas no presente trabalho.

Ainda, quando os REE s&o determinados em amostras com alto teor salino, o
sal pode depositar-se nos capilares e conexdes levando a obstrucdo destes.
Adicionalmente, o sal pode se depositar nos cones de amostragem e Skimmer,
levando a perda de sensibilidade do equipameno de ICP-MS e, consequentemente,
a obtencéao de resultados erréneos. Na Figura 28 é possivel observar a mudancga de
coloracdo do plasma quando uma solugdo contendo 1000 mg L' de Na chega até
ele, bem como o depésito de sais na conecgcao do USN com o tubo injetor do
equipamento de ICP-MS apéds o estudo de interferénias feito com sal deste elemento
(na forma de NacCl).

Figura 28- Efeito do Na na mudanca de coloracdo do plasma. A) solucdo sem a
presenca de Na, B) solugdo contendo 1000 mg L' de Na e C) depdsito
de sais na conexao do USN com o tubo injetor do equipamento de ICP-
MS.




121

Os resultados obtidos, até entdo, evidenciaram a importdncia do
conhecimento da matriz, bem como da concentragdo de Na nas amostras,
previamente a determinacao dos REE por USN-ICP-MS. Considerando a presenca
de Na em altas concentracdes em amostras de sangue, pode ser necessaria uma
etapa de diluicdo das amostras para contornar possiveis interferéncias causadas
pela presenca deste concomitante para a obtencdo de resultados analiticos mais

exatos.

4.3.2 Avaliacao do efeito do K na determinacao de REE por USN-ICP-MS

Como descrito no estudo referente a presenca de elevadas concentragdes de
Na no plasma (item 4.3.1 - Resultados), € bem conhecido que a elevada
concentragdo de metais alcalinos nas amostras pode ocasionar muitos erros de
medida na determinacdo de alguns elementos utilizando a técnica de ICP-MS'*.
Embora esse fendmeno seja comumente relatado para Na, no presente trabalho, o
efeito do K também foi avaliado devido a concentracdo relativamente alta deste
elemento no sangue. Na Figura 29 é possivel observar os resultados obtidos para o
efeito do K na determinacao de REE por USN-ICP-MS.
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Figura 29 - Efeito da concentracio de K na determinacdo de REE (250 ng L) por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa
a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
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De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que as
concordancias obtidas para os REE entre as solugdes contendo os REE com a
presenca de K até 50 mg L' e a solugéo de referéncia foram na faixa de 90 a 110%.
Entretando, quando foi avaliada a presenca de K na concentragdo de 75 mg L™,
observou-se que apenas La e Ce apresentaram concordancias na faixa de 90%. Por
outro lado, para as solugdes contendo K em concentragdes iguais ou superiores a
100 mg L foi observado o efeito de supressdo do sinal para todos os REE
(supressao superior a 20%).

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com outros

estudos 41143

, onde foram observadas supressdes do sinal frente a presenca de K
para As, Cd e Pb. Com relacao ao estudo do Na na determinagcdo de REE, pode-se
observar que o efeito ocasionado pelo K é similar aos efeitos de supressao de sinal
e ocorrem na mesma faixa de concentragdo (a partir de 50 mg L' - exceto Ce e La
que apresentam 90% de concordancia para esta concentracao de K avaliada). Assim
como para o Na, o conhecimento do efeito do K na determinacao de REE por USN-

ICP-MS é extremamente importante.
4.3.3 Avaliacao do efeito do Ca na determinacao de REE por USN-ICP-MS

Embora o Ca esteja presente no sangue em concentracfes mais baixas
quando comparado a Na e K, por exemplo, este € um elemento quimico considerado
majoritario em muitas amostras®'*®. Além disso, o Ca também é um elemento de
facil ionizacdo, podendo causar interferéncias nas medidas por USN-ICP-MS. E
importante mencionar que nao foram encontrados trabalhos que mencionem os
efeitos da presenca de Ca durante a determinacdo de REE por USN-ICP-MS. Na
Figura 30 é possivel observar os resultados obtidos para o efeito do Ca na a
determinacao de REE por USN-ICP-MS.
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Figura 30 - Efeito da concentracdo de Ca na determinacdo de REE (250 ng L") por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua
representa a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e as
linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 30, foi possivel
observar que nao ocorreu a supressdao de sinal dos analitos para as solucdes
contendo concentracdes de Ca de 10 até 75 mg L. De maneira geral, esse
comportamento foi observado para todos os REE. No entanto, quando foi avaliada a
concentracdo de Ca de 100 mg L™ foi observado que a intensidade do sinal dos REE
diminuiram. As concordancias entre a solucao contendo todos os REE na presenca
de Ca (100 mg L) e a solucdo de referéncia foram na faixa de 74% a 80% (para Ce
e Gd, respectivamente). No caso do uso de solugdes contendo concentracdes de Ca
superiores a 250 mg L™, concordancias inferiores a 70% foram obtidas para todos os
REE.

4.3.4 Avaliacao do efeito do Mg na determinacao de REE por USN-ICP-MS

Assim como o Ca, o Mg estd presente no sangue em concentracées mais
baixas quando comparado com Fe, K e Na. No entanto, da mesma forma que os
demais, o Mg é também é um elemento que se ioniza facilmente. Por isso, foram
necessarios estudos de interferéncias desse elemento na determinagdo de REE.
Ainda, é importante mencionar que nao foram encontrados trabalhos que
mencionem os efeitos que o Mg pode causar durante a determinacdo de REE por
USN-ICP-MS. Na Figura 31 é possivel observar os resultados obtidos para o efeito
do Mg durante a determinacado de REE por USN-ICP-MS.
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Figura 31 - Efeito da concentracdo de Mg na determinacdo de REE (250 ng L) por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua

representa a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e as
linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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De acordo com os resultados (Figura 31), foi observado que, em geral, as
concordancias para os REE entre as solugdes contendo os REE com até 100 mg L™
de Mg e as solucdes de referéncia foram na faixa de 90 a 110% (exceto para Y que
obteve uma concordancia de aproximadamente 85%). Por outro lado, a partir do uso
de solugdes contendo 100 mg L™ de Mg observou-se a supressdo da intensidade do
sinal para todos os analitos (maior do que 20%), evidenciando possiveis
interferéncias na determinacdo de REE por USN-ICP-MS na presenca de Mg. Com
base nestes resultados, embora o Mg esteja presente no sangue em menores
concentragdes quando comparado com K e Na, torna-se importante o conhecimento
da concentracao deste elemento nas amostras antes da determinacdo dos REE por
USN-ICP-MS.

4.3.5 Avaliacao do efeito do Fe na determinacao de REE por USN-ICP-MS

O Fe é um elemento essencial para quase todos 0s organismos vivos, pois
participa de uma variedade de processos metabdlicos, incluindo o transporte de
oxigénio, sintese de 4cido desoxirribonucléico (DNA) e transporte de elétrons'**. Por
compor a hemoglobina, ha concentracdes relativamente elevadas de Fe no sangue.
Assim, a avaliacao do efeito deste elemento na determinacao de REE por USN-ICP-
MS é necessario para verificar possiveis interferéncias durante as determinacoes.
Na Figura 32 é possivel observar os resultados obtidos para o efeito do Fe na
determinacao de REE por USN-ICP-MS.
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Figura 32 - Efeito da concentracéo de Fe na determinacédo de REE (250 ng L") por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa

a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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De maneira geral, os resultados apresentados indicam que a intensidade do
sinal para os REE manteve-se praticamente constante quando solu¢gées contendo
até 100 mg L' de Fe foram avaliadas. Concordancias na faixa de 90 a 110% para
todos os analitos foram obtidas entre a solucdo multielementar contendo todos os
REE sem a presenca de Fe e as solu¢des contendo os REE na presenca de até 100
mg L' de Fe. No entanto, efeitos de supressdo de sinal para os REE foram
observados na presenca de Fe a partir de 125 mg L™ (concordancias menores do
que 80%, exceto para Tm e Yb).

Os resultados obtidos mostram que o Fe pode ser um interferente relevante
na determinagdo de REE por USN-ICP-MS. Ainda, € preciso enfatizar que,
dependendo da concentracdo de Fe nas amostras, pode ocorrer a deposicao deste
elemento nas partes do equipamento de ICP-MS, bem como nos capilares e
sistemas de conexdo. Na Figura 33 € possivel observar o depédsito de Fe nos cones
de amostragem e Skimmer ap6s o estudo de interferéncias do Fe na determinacao
de REE por USN-ICP-MS.

Figura 33 - Depésito de Fe nos cones de amostragem e Skimmer. A) Cone de
amostragem antes dos experimentos de interferéncias, B) cone de
amostragem apds os experimentos de interferéncias, C) cone Skimmer
antes dos experimentos de interferéncias e D) cone Skimmer apds os
experimentos de interferéncias.

B

Conforme demonstrado na Figura 33, além dos efeitos que o Fe pode causar
diretamente no plasma, o depésito de Fe nos cones pode acarretar na diminuicdo de
sensibilidade do equipamento de ICP-MS, aumentando os problemas durante a
determinacdo dos REE. Adicionalmente, a montagem e a desmontagem destas
pecas seguidamente para procedimentos de limpeza pode desgasta-las. Ainda,
manutenc¢des em menor prazo de tempo, bem como perigo de quebra ao manusea-
las exigem maior habilidade e atengdo do analista. Assim, fica evidenciado a
importancia do conhecimento da concentracdo de Fe previamente a determinacao
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dos REE por USN-ICP-MS nas mais diversas amostras para a determinacdo de
REE.

4.3.6 Avaliacao do efeito de C na determinacao de REE por USN-ICP-MS

Dentre os problemas causados pela presenca de C nas solugdes que serao
analisadas por ICP-MS, destacam-se as interferéncias ndo espectrais. Essas
intereferéncias se referem as diferencas de densidade, viscosidade e tensao
superficial das amostras em relacao as solucdes que serao usadas para a calibracao
do equipamento. Além disso, a presenca de carbono pode afetar os processos de
atomizacdo e ionizacdo dos analitos no plasma.””®"%’ Alguns autores reportam o
aumento de sinal para alguns elementos devido a reacdes de transferéncia de carga
com espécies de C (C*, C*, CO* ou CO,") e a formagdo de espécies
poliatémicas''>'*°. Adicionalmente, & presenca de elevadas concentracdes de
carbono nas solucbes pode ocasionar depdsitos em capilares e na interface do
equipamento de ICP-MSY’.

Considerando todos os aspectos mencionados, no presente trabalho foi feito
um estudo sistematico referente ao efeito do C na determinacado de REE por USN-
ICP-MS. Todos os experimentos foram feitos conforme descritos no item 3.6.2
(Materiais e Métodos). E importante mencionar que foram utilizadas trés fontes de C
para este estudo: /) C a partir do acido citrico, i) C a partir da frutose e i) C a partir
de digeridos de figado bovino. Essas fontes de C foram selecionadas para avaliar se
o C oriundo de fontes distintas interfere ou ndo na determinacdo dos analitos. Este
estudo sistematico foi feito utilizando solugdes simuladas contendo C.

4.3.6.1 Avaliacao do efeito de C na determinagdo de REE por USN-ICP-MS a partir
de solucdes simuladas de &cido citrico

Para a avaliagdo do efeito do C a partir do acido citrico, as solucées contendo
C (na faixa de 25 a 5000 mg L) foram preparadas conforme descricdo apresentada
no item 3.6.2 (Materiais e Métodos). Na Figura 34 é possivel observar os resultados
obtidos para o efeito do C a partir do acido citrico na determinacao de REE por USN-
ICP-MS.
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Figura 34 - Efeito da concentracdo de C (a partir do 4cido citrico na determinagdo de REE (250 ng L") por USN-ICP-MS (n=5). A

linha continua representa a concordancia em 100% com a concentracdo da solucdo de referéncia contendo todos os
REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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De acordo com os resultados obtidos, ndo foram observadas interferéncias
para as solugdes contendo concentracdes de C de até 150 mg L. Entretanto,
usando 200 mg L™ de C, foi observado um aumento na intensidade do sinal para
todos os REE, sendo obtidas concordancias de 112% a 117% (para Er e Y,
respectivamente). Ainda, a partir do uso de 200 mg L™ de C, a intensidade do sinal
dos REE aumentou de maneira significativa, chegando a um aumento de até 280%
(para Y) quando 3000 mg L™ de C foi avaliado.

Diferentemente do que ocorreu para o estudo do efeito dos metais na
determinacao dos REE por USN-ICP-MS (supressao de sinal), no caso do C (a partir
do 4&cido citrico), foi observado um comportamento contrario (aumento de
intensidade de sinal). Teoricamente, é dificil afirmar o motivo do aumento da
intensidade do sinal dos analitos nesta investigacao e nao ha trabalhos na literatura
que ajudem a compreender esse comportamento. No entanto, o uso do USN pode
ajudar a entender as possiveis causas através dos mecanismos envolvidos nos
processos de dessolvatacao e transporte dos analitos até o plasma.

O uso de nebulizadores com sistema de dessolvatacao (como o USN), séo
vantajosos para a determinacdo de REE, visto que eliminam os solventes e,
consequentemente, ajudam a evitar a formacao de 6xidos (que € crucial quando o
objetivo é a determinacdao de REE por ICP-MS). Com isso, apdés a geracdao do
aerossol o solvente é evaporado e, posteriormente, condensado sendo levado com o
auxilio de uma bomba peristéaltica até o residuo. No entanto, apds a evaporacéo do
solvente, os analitos se aglomeram formando clusters que entdo, sado direcionados
ao plasma para a posterior deteccao. Assim, é importante mencionar que o uso do
USN proporciona a chegada de um aerossol seco até o plasma'>'°%.

Com respeito ao aerossol seco e na presenga de C, é possivel lembrar dos
efeitos causados pelo C no sistema de ETV-ICP-MS. Conforme ja mencionado neste
trabalho, o C pode auxiliar no transporte dos analitos até o plasma aumentando a
intensidade destes'®'26%°  Dessa maneira, esses efeitos, também, podem estar
envolvidos quando o processo de nebulizacdo é feito com o USN. Outra possivel
explicacdo para o aumento da intensidade do sinal, poderia ser devido as reacoes
de transferéncia de carga entre as espécies de C (C*, C**, CO* ou CO,") e os REE.

Ainda, conforme observado na Figura 34, Y foi o elemento que teve maior
aumento de sinal, o que corrobora com a ideia do efeito de transporte causado pelo
C visto que o Y € um REE menor e mais leve. No entanto, levando em consideracao
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a hipétese formada, ndo é possivel afirmar com certeza o que realmente esta
acontecendo no plasma a temperatura de 10000 K (temperatura aproximada do
plasma de Ar).

Outro ponto a ser destacado de acordo com a Figura 34, foi que a partir de
3000 mg L' de C ( exceto para Y que foi a partir de 4000 mg L' de C) as
concordancias foram reduzindo de maneira significativa. Isso provavelmente ocorreu
devido ao depdsito de C na interface do equipamento e no tubo injetor, levando a
reducéo de sensibilidade do equipamento de ICP-MS.

4.3.6.2 Avaliacdo do efeito de C na determinagdo de REE por USN-ICP-MS a partir

de solugdes simuladas de frutose

Conforme mencionado anteriormente (ltem 4.3.6.1), foi observado um
aumento da intensidade do sinal para todos os REE a partir do C proveniente do
acido citrico. Teoricamente, uma das possiveis hipoteses, como mencionado, seja 0
efeito de transporte ocasionado pelo C presente nas solucdes. Dessa forma, para
verificar se esse efeito era observado exclusivamente a partir do C oriundo do &cido
citrico, ou se outras fontes de C poderiam causas os mesmos efeitos, o0 mesmo
estudo foi feito com solugdes contendo C a partir da frutose. Na Figura 35 é possivel
observar os resultados obtidos para o efeito do C a partir da frutose na determinacao
de REE por USN-ICP-MS.
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Figura 35 - Efeito da concentragdo de C a partir da frutose na determinacdo de REE (250 ng L) por USN-ICP-MS (n=5). A linha
continua representa a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e
as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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Conforme observado na Figura 35, o perfil dos resultados obtidos através da
avaliacao do efeito do C a partir da frutose foram semelhantes aos obtidos a partir da
investigagao com o acido citrico. Nesse sentido, para concentragdes de C de até 100
mg L ndo foram observadas interferéncias para nenhum analito. Entretanto, para
150 mg L de C, foi observado um aumento na intensidade do sinal para todos os
REE, e concordancias de 116% a 120% (para Eu e Gd, respectivamente) foram
obtidas em comparagdo com solugdes de referéncia. Ainda, a partir de 150 mg L™ de
C, a intensidade do sinal dos REE aumentou de maneira significativa chegando a
concordancias de até 340% (para Y) quando 3000 mg L™ de C foi avaliado.

Ainda, de acordo com os resultados obtidos, o Y, novamente, foi o analito que
apresentou o maior aumento na intensidade do sinal na presenca de C (a partir do
acido citrico e da frutose). Possivelmente, o efeito do C proveniente do acido citrico
e da frutose sejam muito semelhantes no transporte dos analitos até o plasma
(Figuras 34 e 35).

Além disso, a partir de 4000 mg L™ houve uma diminuigdo nas concordancias
obtidas para todos os analitos. Possivelmente, isso também ocorreu, pela diminuicao
da sensibilidade do equipamento causada pelo depdsito de C na interface e no tubo
injetor do equipamento de ICP-MS. Na Figura 36 é possivel observar o aspecto do
tubo injetor apdés os experimentos referentes ao estudo do efeito do C a partir da
frutose na determinacao dos REE por USN-ICP-MS.

Figura 36 - A) Depédsito de C a partir do uso da frutose no tubo injetor do
equipamento de ICP-MS e B). Detalhe da deposicdo de C no tubo
injetor.

4.3.6.3 Avaliacao do efeito de C durante a determinacao de REE por USN-ICP-MS a
partir de solucdes simuladas de digeridos de figado bovino

Conforme os resultados obtidos, para o efeito do C a partir do &cido citrico e

da frutose, de maneira geral, foi possivel verificar que o C causou um aumento na
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intensidade do sinal para todos os REE. Além disso, para ambas as solucdes
simuladas ocorreu o depésito de C nas partes do equipamento de ICP-MS, levando
possivelmente a redugao da sensibilidade do equipamento.

E importante salientar que, em ambos os casos, a fonte de C avaliada foi a
partir de solucbes simuladas, levando aos efeitos de aumento de intensidade de
sinal dos analitos. No entanto, a forma quimica em que o C esta presente nas
solugdes simuladas de acido citrico e de frutose é diferente da forma quimica que o
C esta presente em digeridos da amostra, por exemplo. Provavelmente, nesses
digeridos, o C esteja associado as gorduras e outros compostos organicos oxidados
de maneira incompleta. Dessa maneira, o C ndo estaria tao disponivel nos digeridos
como nas solugdes simuladas. Assim, para investigar se a presenga de uma fonte de
C diferente daquelas usadas nas solugbes simuladas causariam os mesmos efeitos,
experimentos adicionais com digeridos de figado foram feitos.

Conforme descrito no item 3.6.2 (Materiais e Métodos), para a obtencao das
solugdes contendo C a partir de digeridos de figado bovino, cerca de 3 a 4 g de
figado (in natura) foram digeridos usando 6 mL de HNOs 14 mol L™ por CWD-OS.
Posteriormente, foram preparadas as solugcdes usadas nos experimentos de
interferéncias contendo C nas concentraces de 50 a 5000 mg L a partir de
sucessivas diluicdes dos digeridos. Na Figura 37 € possivel observar o aspecto dos
digeridos de figado bovino ap6s o método da CWD-OS.

Figura 37- A) Figado bovino in natura, B) mistura contendo aproximadamente 3 g de
figado e 6 mL de HNO3 14 mol L™ C) solugéo obtida apds a digestdo por
CWD-OS.

Apos a digestéao, foi feita a determinagéo da concentragédo de HNO3; em todos
os digeridos obtidos apdés CWD-OS, visto que era necessario o preparo de solugdes
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com a mesma concentracdo acida daquelas utilizadas para o preparo da curva de
calibracao do equipamento de USN-ICP-MS.

Dessa forma, considerando a ampla variedade de digeridos com
concentracdes de C que variaram de 5500 a 11000 mg L™ e com a concentracido de
HNO; variando de 16 a 20% (v v''), foi possivel preparar as solucdes para os
experimentos de interferéncias com concentragdo de C na faixa de 50 a 5000 mg L™
e com concentracdo de HNOj; de, aproximadamente 5% (como nas solugdes de
referéncia utilizadas para a calibracao do equipamento de ICP-MS).

E importante enfatizar que previamente aos experimentos de interferéncias,
foi feita a determinacéo de Ca, Fe, K, Mg e Na em cada uma das solucées utilizadas.
As solugbes utilizadas foram numeradas de 1 a 15 (visto que foram utilizadas 15
solugcdes com concentracdes conhecidas de C). Esse estudo foi feito para controlar
as interferéncias causadas por metais de modo a verificar, ou ndo, possiveis efeitos
devido exclusivamente, a presenca do C.

Na Figura 38 estdo mostrados os resultados obtidos referente a concentragéao
de Ca, Fe, K, Mg, Na e C, obtidas por ICP-OES nas 15 solucdes utilizadas para os

experimentos de interferéncias.

Figura 38 - Concentracdo de Ca, Fe, K, Mg, Na e C (linhas) e C (barras), em mg L™,
nas solugdes utilizadas para os experimentos de interferéncias a partir
de digeridos de figado bovino, obtidas por ICP-OES (n=3).
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Como demonstrado na Figura 38, todas as solugcdes contendo C a partir dos
digeridos de figado bovino tiveram concentragdes diferentes (principalmente de Na,
e de K). Esse resultado era esperado visto que a amostra de figado in natura nao é
homogénea e foram utilizados diferentes digeridos de figado bovino para preparar as
solugdes para os experimentos de interferéncias. Ainda, foi feito um somatério da
concentracdo dos metais (linha azul clara) para se ter certeza quais as solugcdes
poderiam, ou n&o, causar interferéncias devido a presenca de metais na
determinacao dos REE por USN-ICP-MS.

E importante salientar os resultados obtidos para as solugées 6 e 7,
correspondentes a concentracdo de C de 1000 e 1250 mg L™, respectivamente.
Neste contexto, foram obtidas concentragdes de 30 mg L' de Ke 8 mg L™ de Na (na
solucdo contendo 1000 mg L™ de C) e de 49 mg L' de K e 13 mg L™ de Na (na
solucdo contendo 1250 mg L™ de C). Esses resultados evidenciam que, de acordo
com os experimentos de interferéncias causados por K e Na, a solugdo 7 causaria
supressao de sinal para os REE. Na Figura 39 é possivel observar os resultados
obtidos para o efeito do C na determinacado dos REE por USN-ICP-MS a partir de
digeridos de figado bovino.
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Figura 39 - Efeito da concentragdo de C (a partir de digeridos de figado bovino) na determinacdo de REE (250 ng L) por USN-
ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em 100% com a concentracdo da solugdo de referéncia
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 39, foi possivel
observar que para as concentracdes de C de até 1000 mg L™ as concordancias para
todos os analitos variaram de 90 a 110% em comparacdo com as solucdes de
referéncia. Uma das causas que poderia justificar esse resultado é que o C
proveniente de digeridos ndo favorece o transporte dos analitos até o plasma, visto
que ele nao esta quimicamente tao disponivel quanto aquele presente nas solucdes
simuladas.

Resumidamente, o C presente nos digeridos ndo consegue, de maneira
eficiente, transportar os clusters dos REE (formados apds o processo de
desolvatacdo pelo USN) para o plasma. Outra possivel explicacdo para esse
comportamento, € que o C presente nos digeridos nao favorece reagcdes de
transferéncia de carga entre o C e os REE (ionizados) no plasma, causadas pelas
espécies de C (C*, C**, CO* ou CO5").

Por outro lado, para concentracées de C acima de 1000 mg L' a partir de
solucdes simuladas do digerido de figado, todos os analitos apresentaram supressao
de sinal, chegando a concordancias ndo mais do que 40% para a maioria dos
analitos quando 5000 mg L™ de C foi avaliado. No que se refere a diminuicdo das
concordancias dos REE a partir de 1000 mg L(correspondente a solugdo 7), é
possivel concluir que esses resultados estdo concordantes com o0s experimentos de
interferéncias causados por K e Na, visto que essa solu¢ao possui concentracédo de
49 mg L' de K e 13 mg L de Na. Ainda, é importante destacar que para as solugdes
8 a 15, todas possuem concentragdo de K superior a 50 mg L. Possivelmente, por
isso, para estas solucoes, também foi observada uma diminuicdo da intensidade dos
REE e, consequentemente, nas concordancias obtidas. Por outro lado para as
solucdes 1 a 5, o somatdrio da concentragdo de K e Na foi inferior a 40 mg L™ para

ambos os elementos e, com isso, interferéncias nao foram observadas.

4.3.7 Delineamento fatorial completo 2° — Efeito da concentracio de Fe, K e Na

Até o momento, no presente trabalho, os estudos que avaliaram a presenca
de interferéncias na determinacao de REE por USN-ICP-MS na presenca de Fe, K e
Na, foram feitos de forma univariada. De maneira resumida, a partir da presenca de
50 mg L para Na e K e 100 mg L™ para Fe, foram observadas interferéncias na
determinacao de todos os REE por USN-ICP-MS. No entanto, apés o estudo
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univariado para Fe, K e Na, ndo foi possivel concluir se 0 somatério da concentracao
desses elementos também causaria esse tipo de interferéncia na determinacao de
REE por USN-ICP-MS. Dessa forma, foi feito um estudo sistemético usando um
delineamento fatorial completo (2°) envolvendo Fe, Na e K. Os experimentos
delineados em esquemas fatoriais sdo aqueles em que 0s niveis de 2 ou mais
fatores sdo combinados. Fatores s&o as variaveis independentes, as quais tiveram
seus niveis fixados de acordo com o interesse de quem aplica o planejamento. Esse
tipo de planejamento é dito completo, uma vez que todas as combinacdes possiveis,
de cada fator estao presentes.

Para os ensaios do delineamento fatorial completo, as variaveis envolvidas foi
a concentracdo de Fe, K e Na, que foi selecionada com base nos resultados obtidos
nos estudos univariados destes interferentes. A concentracdo de Fe, K e Na em
cada ensaio pode ser observada na Tabela 8 (Materiais e Meétodos). As
concentracdes foram avaliadas em 8 ensaios com 3 repeticdes no ponto central. Os
procedimentos para esta avaliacdo estdo descritos no item 3.6.3 (Materiais e
Meétodos). Na Figura 40 podem ser observados os resultados obtidos para o

planejamento experimental.
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Figura 40 - Delineamento fatorial completo para avaliacdo do efeito da concentracédo de Fe, K e Na na determinacdo de REE (250
ng L) por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em 100% com a concentracdo da solugéo
de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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Como pode ser observado na Figura 40, conforme esperado, os resultados
foram bem distintos para cada condicdo avaliada. No ensaio 1 nao foram
observadas interferéncias na determinacdo dos REE e as concordancias entre as
solucdes contendo 15 mg L™ de Fe, 15 mg L de K e 15 mg L™ de Na (totalizando
45 mg L") variaram de 98,7% para Y a 105% para Tm em comparacdo com 0s
valores de referéncia (sem a presenca dos interferentes). Por outro lado, para as
condicées 2e 3 (15mg L' de Fe, 1I5mgL" de Ke40mgL' de Nae 15 mg L' de
Fe, 40 mg L' de K e 15 mg L de Na, respectivamente, totalizando 70 mg L), os
resultados foram similares entre si. No entanto, em ambas as condicbes, as
concordancias em relagdo a condicao 1 diminuiram para todos os analitos. Nestes
casos, concordancias de 85% para Nd e 90% para Eu e Lu, respectivamente
(condicdo 2) e de 86 e 88% para Yb e Nd, respectivamente (condicdo 3) foram
obtidas. Ainda nestas condicdes, embora as concordancias estejam na faixa de 90%
para alguns elementos (como Eu e Lu, por exemplo), € possivel verificar a tendéncia
de diminuicdo de intensidade do sinal para estes analitos. E importante mencionar
que, de acordo com o0s experimentos univariados, nenhum desses elementos
causariam interferéncias nessas concentracées. Dessa forma, esses resultados
mostram que o somatério da concentracao de K e Na pode influenciar no surgimento
de interferéncias (supressao de sinal) na determinacdo de REE por USN-ICP-MS.

Quando a condicdo 4 (15 mg L de Fe, 40 mg L de K e 40 mg L de Na,
totalizando 95 mg L) foi avaliada, todos os elementos apresentaram supressdo de
sinal. Neste caso, as concordancias variaram de 64% para Y a 84% para Eu,
evidenciando que o0 somatério das concentracbes dos metais influencia no
surgimento das interferéncias. Por outro lado, para a condicdo 5 (40 mg L™ de Fe, 15
mg L' de Ke 15 mg L de Na, totalizando 70 mg L), ndo foi observado supressio
de sinal e as concordancias para todos os REE variaram de 91% (Ce) a 95% (Tm).
Observando os resultados obtidos para a condicdo 5 e para os resultados obtidos
para as demais condicdes (6 a 11), observa-se que somando-se a concentracao de
Fe as concentracoes de Na e K, nao foi observada nenhuma interferéncia. De uma
maneira geral, foi possivel concluir que as somas de concentracées de K e Na
possuem maior tendéncia de causar supressao de sinal dos REE na determinacao
por USN-ICP-MS. Dessa forma, o conhecimento de concomitantes nas matrizes
para determinacao REE & muito importante.



144

4.3.8 Delineamento fatorial completo 2% — Efeito da concentracdo de Na, Ke C

Conforme observado nos estudos de interferéncias de Na e K na
determinacdo de REE por USN-ICP-MS (itens 4.3.1 e 4.3.2, Resultados e
Discussées), observou-se que, de maneira geral, a supressdo de sinal dos REE
depende da concentragdo dos interferentes (concentragdes superiores a 50 mg L™).
No entanto, avaliando os efeitos do C (a partir do acido citrico) na determinacao dos
REE pela mesma técnica, o comportamento foi contrario, ou seja, com o aumento da
concentragdo de C foi observado o aumento de sinal para todos os REE. Dessa
forma, um estudo sistematico usando um delineamento fatorial completo (2°)
envolvendo K, Na e C foi feito para verificar qual dos efeitos seria predominante
durante a determinacdo de REE por USN-ICP-MS. As concentracbes foram
avaliadas em 8 ensaios com 3 repeticdes no ponto central. A concentracdo de K, Na
C em cada ensaio pode ser observada na Tabela 9 (Materiais e Métodos). Os
procedimentos para este estudo estao descritos no item 3.6.4 (Materiais e Métodos).
E importante enfatizar que as concentragdes selecionadas para os ensaios foram
baseadas nos resultados obtidos nos estudos univariados para cada interferente. Na
Figura 41 podem ser observados os resultados obtidos para todos os ensaios feitos.
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Figura 41 - Delineamento fatorial completo para avaliagcao do efeito da concentragdo de K, Na e C na determinacdao de REE (250
ng L) por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a concordancia em 100% com a concentragéo da solugdo
de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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Como pode ser observado na Figura 41, no ensaio 1 (15 mg L de K,
15 mg L' de Na e 150 mg L' de C), as concordancias variaram de 92% para Y a
102% para Er em comparagao com os valores de referéncia. Por outro lado, para as
condigdes 2 (15 mg L" de K, 40 mg L" de Nae 150 mg L' de C) e 3 (40 mg L' de
K, 15 mg L de Na e 150 mg L' de C), as concordancias em relacdo a condicéo 1
diminuiram. Nestes casos, as concordancias variam de 86% para Y (condicdo 3) a
94% para Ho, Lu e Tm (condicdo 2). Em ambas as condicdes (2 e 3), foi possivel
observar comportamento similar para todos os REE. Possivelmente, esse
comportamento similar seja pelo fato de Na e K possuirem efeitos semelhantes no
plasma.

Ainda, conforme descrito no item 4.3.7 (Resultados e Discussées) nas
condicdes 2 e 3, o somatdrio da concentracdo de Na e K (55 mg L) provocaria a
diminui¢cdo da intensidade de sinal dos REE, resultando em concordancias na faixa
de 85 a 90% para a maioria dos analitos (exceto Eu e Lu). Por outro lado, de acordo
com os resultados obtidos na avaliagdo do efeito do C (a partir do acido citrico
descrito no item 4.3.6.1, Resultados e Discussées), foi possivel verificar que a partir
de 150 mg L™ de C, as concordancias para os REE tendem a aumentar.

Dessa forma, os resultados obtidos nos ensaios 2 e 3 do presente
planejamento, mostram que os efeitos de Na/K e C na determinacéo de alguns REE
por USN-ICP-MS estdo concordantes com os resultados univariados.
Adicionalmente, quando a condicdo 4 (40 mg L de K, 40 mg L' de Na e 150 mg L™
de C) foi avaliada as concordancias foram menores do que 84% (Gd) e todos os
REE apresentaram supressao de sinal. Por outro lado, para a condi¢do 5 (15 mg L™
de K, 15 mg L de Na e 500 mg L™ de C) foi observado que houve um aumento de
sinal para todos os REE, possivelmente devido a alta concentracdo de C. Nesta
condigdo as concordancias para os REE variaram de 114% (Ce) a 116% (Y). Por
outro lado, para as condicdes 6 (15 mg L™ de K, 40 mg L' de Na e 500 mg L™ de C)
e7(40mg L' de K, 15 mg L' de Na e 500 mg L™ de C), observou-se que todos os
REE apresentaram concordancias na faixa de 90 a 110%. Esses resultados,
evidenciam que, os efeitos de interferéncias (supressao e aumento de sinal) podem

ser compensados quando presentes na mesma solucéo.
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Com isso, observando os resultados obtidos para a condicdo 6 e 7 e para as
demais condicoes (8 a 11), observa-se que as concentragdes de K/Na e C podem
competir entre si para influenciar no surgimento de interferéncias durante a
determinacdo de REE por USN-ICP-MS. No entanto , na condicédo 8 (40 mg L™ de K,
40 mg L de Na e 500 mg L' de C, observou-se uma tendéncia na prevaléncia do
efeito de supressao de sinal (causados pelo Na e K) do que o efeito de aumento de
sinal dos REE causados pelo C (acido citrico). Neste caso, o somatério das
concentracdes de Na e K foi de 80 mg L. E importante mencionar que um ou outro
efeito ird prevalecer dependendo da concentracdo de cada elemento presente nas

amostras.

4.3.9 Avaliacao do efeito de acidos na determinacao de REE por USN-ICP-MS

A presenca de elevadas concentragdes de &cido pode causar interferéncias
na determinacéo elementar, dependendo da técnica utilizada. As técnicas de ICP-MS
e ICP-OES sao mais suceptiveis a essas interferéncias, cujos efeitos sdo bastante
mencionados na literatura'®"''% Dependendo da concentragdo dos acidos em
solugcdo, pode ocorrer alteragdo nos processos de nebulizacdo das solugdes,
modificacdo da estabilidade do plasma e efeitos de supressédo de intensidade de
sinal de alguns elementos'®”'9%1%¢ Dessa forma, o efeito do 4cido na determinagéo
de REE por USN-ICP-MS deve ser mensurado.

O estudo sistematico de avaliacdo do efeito de acidos na determinacdo de
REE por USN-ICP-MS foi feito conforme descrito no item 3.6.5 (Materiais e
Métodos). E importante mencionar que foram avaliados os efeitos de trés solugdes
acidas na determinacdo de REE por USN-ICP-MS: j) efeito da concentragdo de
HNOg, i) efeito da concentracao de HCI e o Jii) efeito da concentracdo de agua régia.

4.3.9.1 Avaliacao do efeito do HNO3 na determinacédo de REE por USN-ICP-MS
Dentre os acidos inorganicos para a oxidacao de matrizes organicas, o HNOs3,

€ o0 mais utilizado. No entanto, apds a etapa de digestdo das amostras, o acido
residual pode causar interferéncias na determinacdo dos REE se presente em
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elevada concentracdo. Nesse caso, geralmente sao observados efeitos de
supressao de sinal'1%71%9,

E importante considerar que o efeito do HNO3 na determinagdo de REE por
USN-ICP-MS ja foram abordados em trabalhos prévios'®'®. No entanto, esses
estudos foram feitos para solugdes de referéncia contendo 1 pg L' dos REE.
Portanto, no presente trabalho, experimentos adicionais contendo 250 ng L™ dos
REE foram feitos, com o principal objetivo de verificar se os efeitos observados
ocorrem na mesma proporcdo. Na Figura 42 é possivel observar os resultados

obtidos para a avaliacao do efeito HNO3 na determinacao de REE por USN-ICP-MS.
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Figura 42 - Efeito da concentragdo de HNOs; na determinagdo de REE (250 ng L") por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua
representa a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e as
linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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De acordo com os resultados obtidos (Figura 42), para concentracdes de
HNO3 de até 10% (v v'') ndo foram observadas interferéncias em comparagdo com
os valores de referéncia (solugcdes contendo todos os REE em HNO; 5%). Para
concentracdes superiores a 10% de HNOg3, todos analitos apresentaram supressao
de sinal, acarretando em concordancias inferiores a 40% quando a concentracao de
HNO3 30% foi avaliada. Ainda, € possivel observar que todos os REE apresentaram
efeitos de supressao de sinal similares.

No presente estudo foi observado que o efeito de supressao de sinal ocorre
independentemente da concentragdo dos REE (250 ou 1000 ng L). De uma foma
geral, possivelmente, o aumento da concentragdo de HNO3 acarreta na diminuicao
da eficiéncia de formacao do aerossol pelo USN, visto que as propriedades fisico-
quimicas das solucoes (densidade, viscosidade e tensao superficial) sdo alteradas
de maneira significativa. Visualmente, € possivel verificar que a formacéao da névoa
durante o processo de nebulizagdo pelo USN diminui de maneira significativa para
solucdes com concentracdo de HNO;3 superiores a 20%. Esse € um dos principais
problemas na determinacdo de REE por USN-ICP-MS em solugbes que possuem
elevada concentracdo de HNOz. E importante salientar que comportamentos
similares foram observados por Pereira'® e Druzian' pela presenca de elevadas

concentragcdes HNO3; em solugédo na determinacéao de REE por USN-ICP-MS.

4.3.9.2 Avaliacao do efeito do HCI na determinacao de REE por USN-ICP-MS

Embora o HCI ndo seja um &cido comumente utilizado para a oxidacdo da
matéria organica, muitos métodos de preparo de amostras utilizam o HCI ou até
mesmo a mistura de HClI com HNO;3; para aumentar a volatilidade e ajudar a reter
alguns analitos em solucdo para a posterior determinagao'®’%%°. Considerando estes
aspectos, o efeito do HCI também foi avaliado na determinagdo de REE por USN-
ICP-MS. Os resultados estdo mostrados na Figura 43.
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- Efeito da concentragdo de HCI na determinacdo de REE (250 ng L") por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua
representa a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e as
linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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Apés a avaliacdo da concentracado de HCI na determinacdo de REE por USN-
ICP-MS, ndo foram observadas interferéncias para nenhum dos analitos,
independentemente da concentracdo de HCI avaliada (5 a 30%). Além disso, 0s
RSDs foram relativamente baixos (menores do que 6%) para todas as condicoes.
Possivelmente, a mudanca de densidade, viscosidade e tenséo superficial devido a
presenca do HCI ndo seja suficiente para modificar a formacado do aerossol pelo
USN. Também, de acordo com os resultados obtidos, a presenca do HCI nao
modificou a estabilidade do plasma, bem como o transporte dos analitos até o

mesmo. De acordo com Brenner et al'

, 0 uso de diferentes tipos de acidos (HNOs3,
HCI ou HCIO4) ndo causam, necessariamente, efeitos de interferéncias de mesma
magnitude na determinacado de REE por técnicas espectrométricas. Ainda, segundo
0S mesmos autores, a intensidade das interferéncias depende do tipo de nebulizador

e da camara de nebulizagdo, bem como das condi¢des do equipamento utilizado.
4.3.9.3 Avaliacao do efeito de agua régia na determinacao de REE por USN-ICP-MS

A 4gua régia é uma mistura de HNO3; e HCI em uma proporcdo 1+3,
respectivamente. A agua régia possui alto poder oxidante, sendo capaz de dissolver
Au e Pt, por exemplo. Essa mistura € muito utilizada em métodos de preparo de
amostras, justamente devido as suas propriedades oxidantes proveniente da
combinacao desses dois acidos fortes.

Conforme demonstrado nas Figuras 42 e 43, foi possivel observar que o
principal problema, no que se refere a concentragdo de 4cido na determinacdo de
REE por USN-ICP-MS, é a presenca de HNOg, visto que nao foram observados
efeitos quando o HCI foi avaliado. No entanto, torna-se necessario estudar o efeito
da combinacdo de ambos os acidos (HNOs; e HCI), visto que ambos podem ser
utilizados simultaneamente para a digestdo de uma infinidade de matrizes®®. Na
Figura 44 é possivel observar os resultados obtidos para o efeito da agua régia
durante a determinagao de REE por USN-ICP-MS.
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Figura 44 - Efeito da concentracdo de agua régia na determinagdo de REE (250 ng L") por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua

representa a concordancia em 100% com a concentracdo da solugéo de referéncia contendo todos os REE e as linhas
pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.

120 "~ 120 -
B B
) 80 S 80 -
2 mce 2 = Gd
'g = Dy 'g Ho
o [5)
S 40 "Er 8 40 =La
o mEu © mLu
0 0 -
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Concentracao de agua régia, % (v v'') Concentragao de agua régia, % (v v-1)
120 - 120 -
S 2
& 80 & 80
<§ " Nd <§ T
'g mpr B m
2 Sm g Y
S 40 S 40 =Yb
ETb O
0 0
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30

Concentragao de agua régia, % (v v-') Concentracao de agua régia, % (v v')



154

De maneira geral, ap6s a avaliacao do efeito da agua régia na determinacao
dos REE por USN-ICP-MS, ndo foram observadas interferéncias para concentracdes
de agua régia de até 20% (v v''). Ainda, RSDs relativamente baixos foram obtidos
(menores do que 5%). Por outro lado, para concentracbes de agua régia superiores
a 20%, foram observados efeitos de supressdao de sinal, acarretando em
concordancias inferiores a 85% para todos os analitos em comparacao com o0s
valores de referéncia. Ainda, quando a condicdo de agua régia 30% foi avaliada, foi
verificado que as concordancias para todos os analitos foram inferiores a 75%.

Conforme observado durante a avaliagdo do efeito do HNO3 e do HCI (itens
4391 e 4392, respectivamente), os REE foram mais susceptiveis as
interferéncias causadas pelo HNO3; do que pelo HCI. Com isso, e conforme o
esperado, efeitos de supressdo de sinal para os REE utilizando a agua régia foram
menos pronunciados do que para o HNOg, visto que o HCI diluiu o HNO3 presente
na solucado. O conhecimento desses resultados é o importante, visto que em muitos
casos é necessario 0 uso de acidos ou misturas de acidos para digestdao de
amostras visando a posterior determinagcéao de REE.

4.4 AVALIACAO DE POSSIVEIS INTERFERENCIAS NA DETERMINAGAO DE
REE POR ICP-MS USANDO NEBULIZADOR CONCENTRICO

4.4.1 Avaliacao do efeito do K na determinacao de REE por ICP-MS

Apébs os estudos de interferéncias na determinacdo dos REE por USN-ICP-
MS causados por Ca, Fe, K, Mg, Na e C, alguns experimentos foram feitos usando o
sistema de nebulizacdo concéntrico e cAmara de nebulizacao ciclénica, o qual é
comumente utilizado para a determinacdo elementar por ICP-MS. Esses
experimentos foram feitos para verificar se as interferéncias observadas por USN-
ICP-MS seriam devido aos efeitos que ocorrem no plasma independente do tipo de
nebulizador, ou se, o USN favorecia/dificultava o surgimento delas. Dessa forma, K,
Na e C (a partir do acido citrico e digerido de figado bovino) foram avaliados no
presente estudo. A primeira investigacdo foi referente a concentracdo de K e a
descricao do procedimento esta descrita no item 3.6.1 (Materiais e Métodos). Na
Figura 45 é possivel observar os resultados obtidos para o estudo do efeito da
concentragao de K na determinagao de REE por ICP-MS.
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Figura 45 - Efeito da concentracdo de K na determinacdo de REE (250 ng L) por ICP-MS (n=5). A linha continua representa a
concordancia em 100% com a concentracédo da solucao de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 45, foi possivel
observar que as concordancias na presenca de até 100 mg L' de K foram
superiores a 90% para todos os analitos em comparagdo com os valores de
referéncia (sem a presenca de K). Quando a concentracdo de 250 mg L de K foi
avaliada, apenas La e Y apresentaram supressao de sinal (concordancia de 86 e
74%, respectivamente). Ainda, para a concentragdo de 500 mg L de K, além da
supressao de sinal observada para La e Y, foi observada, também, a supressao de
sinal para Ce (de 83%). Com a excessao de Ce, La e Y, ndo foram observadas
interferéncias para os demais REE usando até 500 mg L de K. No entanto, quando
foi avaliada a solucdo contendo 1000 mg L™ de K, todos os analitos apresentaram
efeito de supressao de sinal, sendo que as concordancias variaram de 73% (Y) a
85% (Lu).

De acordo com os resultados supracitados foi possivel observar que o uso do
nebulizador ultrassénico favoreceu o surgimento de interferéncias (em
aproximadamente 10 vezes) quando comparado com o0 uso do nebulizador
concéntrico. Esses resultados estdo concordantes entre si, visto que o uso do
nebulizador ultrassénico aumenta a sensibilidade da técnica, ou seja, a quantidade
dos analitos que chega até o plasma € maior quando comparada ao sistema
convencional de nebulizagdo. Desta forma, o USN ndo aumentou a sensibilidade
apenas para os analitos (neste caso os REE), mas também para os elementos
concomitantes presentes na solugcao, aumentando o efeito interferente destes.

Os resultados obtidos estdao concordantes com um estudo prévio feito por
Flores et al'*, onde foi feita a avaliacdo do efeito do K durante a determinagdo de
As, Cd e Pb por ICP-MS. Neste estudo, foi observado que todos os analitos
apresentaram supressio de sinal de 15% quando 530 mg L™ de K foi avaliado como
interferente. No entanto, embora o0 USN aumente a suscetibilidade as interferéncias,
o uso desse nebulizador é essencial durante a determinacdo dos REE, visto que as
taxas de formacao de 6xidos diminuem e a sensibilidade da técnica de ICP-MS

aumenta de maneira significativa'>>¢.

4.4.2 Avaliacao do efeito do Na na determinacao de REE por ICP-MS

Assim como para K, o efeito da concentragdo de Na foi foi investigado
utilizando a técnica de ICP-MS com sistema de nebulizacdo concéntrico e camara
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de nebulizacao ciclénica. A descricdo do procedimento esta descrita no item 3.6.1
(Materiais e Métodos). Na Figura 46 é possivel observar os resultados obtidos para o

efeito da concentracdo de Na na determinacao de REE por ICP-MS.
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Figura 46 - Efeito da concentracdo de Na na determinagdo de REE (250 ng L") por ICP-MS (n=5). A linha continua representa a
concordancia em 100% com a concentracédo da solucao de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas
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Apds os estudos referentes as possiveis interferéncias causadas pela
presenca de Na na determinacdo de REE por ICP-MS, foi possivel observar que
concordancias superiores a 90% utilizando solugdes contendo até 100 mg L™ de Na
em comparacao com os valores de referéncia. Ainda, quando a concentracao de 250
mg L' de Na foi avaliada, apenas La e Y apresentaram supressdo de sinal
(concordéancia de 85 e 75%, respectivamente). Por outro lado, para a concentracéo
de 500 mg L' de Na, exceto para Gd e Er, que apresentaram concordancias na faixa
de 90%, foi observado supressdo de sinal para os demais REE (de 76% para Y a
86% para Ho). Ainda, quando a concentragdo de 1000 mg L' de Na foi avaliada,
todos os analitos apresentaram efeito de supressdao de sinal, sendo que as
concordancias variaram de 65% (Dy e Y) a 82% (Lu).

De acordo com os resultados observados para Na na determinacao de REE, o
uso do nebulizador ultrassénico favoreceu o surgimento de interferéncias na
determincdo de REE (em aproximadamente 10 vezes) quando comparado com o
uso do nebulizador concéntrico. E importante salientar que esse comportamento foi
muito similiar ao efeito do K (descrito no item 4.4.1 - Resultados e discussées).

4.4.3 Avaliacao do efeito do C na determinacao de REE por ICP-MS

O efeito do C durante a determinacdo de REE por ICP-MS utilizando o
nebulizador concéntrico também foi investigado. Para isso, foram avaliadas duas
fontes de C: /) carbono a partir do acido citrico e, ii) carbono a partir de digeridos de

figado bovino.

4.4.3.1 Avaliacao do efeito de C na determinacdo de REE por ICP-MS a partir de
solucdes de acido citrico

Conforme mencionado no item 4.3.6.1 (Resultados e discussbes), na
determinacao de REE por USN-ICP-MS observou-se um aumento na intensidade do
sinal para todos os REE a medida que a concentragdo de C em solugao (proveniente
do acido citrico) foi aumentada. Conforme mencionado, possivelmente isso

aconteceu devido ao aumento da eficiéncia de transporte ocasionada pela presenca
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de C ap6bs o processo de dessolvatagdo ou por possiveis efeitos de transferéncia de
carga entre as espécies contendo C e os REE no plasma.

Para comparacgao dos resultados obtidos, um estudo referente ao efeito de C
proveniente do acido citrico na determinacdo dos REE utilizando o nebulizador
concéntrico e a camara de nebulizacao ciclénica foi feito no presente estudo. A
descricao do procedimento esta descrita no item 3.6.2 (Materiais e Métodos). Na

Figura 47 é possivel observar os resultados obtidos na determinacdo de REE por
ICP-MS.



161

Figura 47 - Efeito da concentracdo de C (a partir do acido citrico) na determinacdo de REE (250 ng L) por ICP-MS (n=5). A linha
continua representa a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e
as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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Conforme demonstrado na Figura 47, ndo foram observadas interferéncias
para nenhum analito para concentracbes de C de até 2000 mg L' e as
concordancias variaram de 90 a 110% para todos os analitos em comparagdo com
as solucoes de referéncia (sem C). Por outro lado, quando a concentracao de 3000
mg L' de C foi avaliada foi observado um aumento de intensidade de sinal para
todos REE, resultando em concordéancias de 113% (Ce) a 116% (Tm).

Os resultados obtidos até entdo, mostram que o uso do USN causou
interferéncias na determinacao de REE quando concentragdes mais baixas de C (a
partir de 150 mg L' de C a partir do &cido citrico) foram usadas. Dessa forma,
possivelmente, 0 aumento na intensidade do sinal para os REE é causado pelo
aumento da eficiéncia de transporte desses elementos na presenca de C (causada
pelo USN). O uso do nebulizador concéntrico e camara de nebulizagdo ciclbénica
permitem concluir que as reacdes de transferéncia de carga entre o C e os REE nao
€ o fator que provoca o aumento da intensidade do sinal dos REE, visto que, néo foi
observado o aumento na intensidade do sinal para nenhum dos REE utilizando esse
sistema de nebulizacéo.

4.4.3.2 Avaliacao do efeito de C na determinacdao de REE por -ICP-MS a partir de
digeridos de figado bovino

A avaliacao do efeito do C a partir de digeridos de figado bovino também foi
avaliado utilizando a técnica de ICP-MS utilizando o nebulizador concéntrico e
camara de nebulizacao ciclénica. Para isso, foram preparadas 9 solu¢cdées contendo
concentragdes crescentes de C, conforme descrito no item 3.6.2 (Materiais e
Meétodos). Para este estudo, assim como nos estudos por USN-ICP-MS,
previamente aos experimentos de interferéncias, foi feita a determinacao de Ca, Fe,
K, Mg e Na em cada uma das solucoes utilizadas para a avaliacao do efeito de C a
partir dos digeridos de figado bovino. Na Figura 48 estdo mostrados os resultados
obtidos referentes a concentracéo de Ca, Fe, K, Mg, Na e C, obtidas por ICP-OES,
nas 9 solucdes utilizadas para a avaliacao do efeito da presenca de C a partir de
digeridos de figado bovino durante a determinacao dos REE por ICP-MS.
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Figura 48 - Concentragdo de Ca, Fe, K, Mg, Na (linhas) e C (barras), em mg L™, nas
solugbes utilizadas para os experimentos de interferéncias a partir de
digeridos de figado bovino, obtidas por ICP-OES (n=3).

6000 1 —Ca —Fe —K Mg —=—Na —e—Somatorio da concentracao dos metais [ 200
a
- 180 (=]
£
- 5000 &
- - 160 =
o

; - 140 g
O 4000 =
S 3
o - 120 -
o )
1& (18
@ 3000 r 100 ©
|5 °
3 L 80 3
S 2000 3
3] -60 &
|

- 40
1000 2
o
- 20 o

0 - 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Solugodes utilizadas para os experimentos de interferéncias

Conforme mostrado na Figura 48, & possivel verificar que todas as solucoes
utilizadas nos estudos de interferéncias, a partir de digeridos de figado tiveram
concentragdes relativamente elevadas de K e Na. E importante enfatizar que,
considerando as concentragdes somadas de K e Na (elementos que estao presentes
em maiores concentracdes), estas ndo foram superiores a 180 mg L. Assim, de
acordo com os resultados obtidos nos itens 4.4.1 e 4.4.2 (Resultados), nenhuma
dessas concentracdes causaria efeito de supressao de sinal durante a determinacao
dos REE por ICP-MS. Na Figura 49 é possivel observar os resultados obtidos para o
efeito do C a partir de digeridos de figado bovino durante a determinacdo de REE
por ICP-MS.
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Figura 49 - Efeito da concentracdo de C (a partir de digeridos de figado bovino) na determinacdo de REE (250 ng L") por ICP-MS
(n=5). A linha continua representa a concordancia em 100% com a concentragdo da solugédo de referéncia contendo

todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%.
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De acordo com os resultados obtidos (Figura 49), foi possivel observar que,
exceto para Y, utilizando solucdes de C com concentragéo de até 3000 mg L™ foram
obtidas concordancias de 90 a 110% em comparagdo com os valores de referéncia.
Por outro lado, quando as solucdes contendo 4000 e 5000 mg L' de C foram
avaliadas, concordancias de 108% para Eu (solugdo contendo 4000 mg L") a 195%
para Gd (solucdo contendo 5000 mg L") foram obtidas.

Adicionalmente, também foi observado que nao houve efeito de supressao de
sinal para os REE devido a presenca de K e Na pela técnica de ICP-MS (Figura 49).
Estes resultados foram esperados, visto que efeitos de supressao de sinal dos REE
(exceto La e Y) ocorrem, a partir de 250 mg L' de K ou Na. Dessa forma, como
nehuma solucao utilizada no estudo do efeito do C a partir de digeridos de figado
continha concentracdes total de Na e K superior a 180 mg L, o efeito de supressio
nao foi observado.

De maneira geral, pode-se observar ao decorrer dos estudos de interferéncias
que os REE sao suceptiveis a interferéncias devido a presenca de metais e,
dependendo da fonte, de C. No entanto, é importante destacar que a faixa de
concentracao dos interferentes na determinagdo dos REE (por USN-ICP-MS ou ICP-
MS) e a magnitude destas, ira depender do equipamento utilizado e das suas
respectivas condi¢des instrumentais (tipo de nebulizador e camara de nebulizacao,
design do injetor e ajuste, poténcia do plasma e vazées dos gases principal e de

1% Além disso, o nebulizador ultrassonico mostrou-se ser mais

nebulizacdo)
suceptivel a interferéncias quanto comparado ao nebulizador concéntrico,
provavelmente, devido ao aumento de sensibilidade que esse confere a técnica de
ICP-MS. Entretanto, € bem conhecido as interferéncias poliatdmicas (devido a
formagcdo de Oxidos) durante a determinagdo dos REE utilizando o sistema de
neulizagdo concéntrico. Por esse motivo, o uso de nebulizadores com sistemas de
dessolvatagdo (como o nebulizador ultrassénico) é indispensavel para a

determinacao desses elementos.
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4.5 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS DESENVOLVIDOS PARA A
POSTERIOR DETERMINACAO DE REE EM SANGUE

Para o desenvolvimento dos métodos de preparo de amostras propostos no
presente trabalho (MAWD-SRC, CWD-OS, CWD-CS e MIC), a amostra “A” foi
arbitariamente selecionada.

Durante o desenvolvimento dos métodos de preparo de amostras propostos,
buscou-se condicbes que apresentassem baixa concentracdo de acido residual e
menores concentragdes de C. Ainda, quando possivel buscou-se utilizar solugcbes
diluidas e menores tempos de execucao dos procedimentos, bem como métodos
que apresentassem menor possibilidade de interferéncias na determinacao dos REE
por USN-ICP-MS.

Uma das informagbes mais relevantes, previamente ao desenvolvimento dos
métodos de preparo de amostras para a posterior determinacdo de REE por USN-
ICP-MS, sao as informacbes das concentracbes de K e Na nas amostras.
Geralmente esses dois elementos de facil ionizacdo estao presentes em elevadas
concentragdes em amostras bioldgicas. De acordo com os estudos de interferéncias
investigados no presente trabalho, K e Na podem causar interferéncias durante a
etapa de medida dos REE pela técnica de USN-ICP-MS.

Além disso, de acordo com os estudos de interferéncias desenvolvidos no
presente trabalho, convencionou-se que o somatdério maximo permitido das
concentracdes de K e Na em solucdo, previamente a determinacdo dos REE por
USN-ICP-MS, nao poderia ultrapassar 50 mg L (sem a etapa de diluicdo). Dessa
forma, na Tabela 14 estdo mostradas as massas maxima de sangue a serem
digeridas para cada amostra utilizada no presente trabalho para a posterior
determinacao de REE por USN-ICP-MS.
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Tabela 14 - Massa maxima de sangue (g) que poderia ser utilizada pelos métodos
de preparo de amostras para que nao fossem observadas
interferéncias na determinacao de REE por USN-ICP-MS.

_ ~ Somatério da Massa
Concentragdo  Concentracao

Sangue Py 4 concentracdo de K maxima a ser
deK(ugg') deNa(ugg) P o .
eNa(ugg) digerida (g)

A 1575 1450 3025 0,40

B 2330 1870 4200 0,29

C 1770 1330 3100 0,40

D 860 1880 2740 0,45

E 1050 1980 3030 0,40

* Baseada no somatério das concentracdes de K e Na de 50 mg L™ (em 25 mL).

E importante mencionar que a massa de sangue maxima a ser utilizada pelos
métodos de preparo de amostras pode variar de acordo com a concentracao de K e
Na. Assim, torna-se necessaria e importante a determinacdo destes elementos
concomitantes previamente a determinagdo de REE em sangue por USN-ICP-MS.
Para o desenvolvimento dos métodos de preparo de amostra desenvolvidos no
presente estudo, a eficiéncia de digestao foi avaliada através da determinacédo do
teor de carbono em solucao e da concentracdo de HNO3; nos digeridos.

4.5.1 Digestao por via umida com aquecimento convencional em sistema
aberto

Dentre as caracteristicas desejaveis de um método de preparo de amostra,
podem-se destacar a simplicidade, rapidez e custos relativamente baixos.
Considerando esses aspectos, 0 método da CWD-OS atende a estes requisitos e
pode ser aplicado pela maioria dos laboratérios analiticos. Por outro lado, embora
simples e de baixo custo, a CWD-OS possui algumas limitacbes e, dentre elas,
pode-se mencionar a baixa massa de amostra possivel de ser digerida e a maxima
temperatura alcancada durante a digestdo, geramente limitada pela temperatura de
ebulicao do acido utilizado.

Dessa forma, considerando todos os aspectos mencionados anteriormente, o

método da CWD-OS foi avaliado. Neste método, devido as suas limitacdes, foi feita
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apenas a avaliacdo da concentracdo de HNO3 e a avaliagcdo do uso de HoO, em
conjunto com HNO3 1 mol L. E importante enfatizar que a massa de amostra (A) foi
fixada em 0,4 g devido a concentragcdo maxima de K e Na que poderiam estar
presentes nas solugdes finais com o objetivo foi evitar/minimizar possiveis
interferéncias (baseada nos estudos de interferéncias) na determinacdo dos REE
por USN-ICP-MS. O procedimento do método da CWD-OS esta descrito no item
3.7.1 (Materiais e Métodos).

4.5.1.1 Avaliacdo da concentracao de HNO3 para a digestao de sangue por CWD-
0S

No método da CWD-OS foi feita a avaliacdo da concentracdo de HNO; (e a
avaliacdo do uso do H20» 30% em conjunto com HNO3 1 mol L") para a digestao de
0,4 g de sangue. Na Figura 50 é possivel observar o aspecto dos digeridos apds a
CWD-OS.

Figura 50 - Aspecto dos digeridos de sangue obtidos apés CWD-OS usando A) 5 mL
de HNO3 1 mol L + 1 mL de H20» 30%, B) 6 mL de HNO31 mol L™, C) 6
mL de HNO3 3 mol L™, D) 6 mL de HNO3 5 mol L™", E) 6 mL de HNO3 7
mol L™, F) 6 mL de HNO310 mol L™ e G) 6 mL de HNO3 14 mol L™,

De acordo com a Figura 50, é possivel observar que os digeridos de sangue
utilizando HNO3z 10 e 14 mol L™ (Figura 50 F e G) apresentaram aspecto amarelado
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e com uma camada de gordura sobrenadante, indicando que uma parte da matriz
nao foi eficientemente digerida. Quando foi utilizado HNO3 nas concentracbes de 1 a
7 mol L (Figura 50 B, C, D e E) os digeridos apresentaram aspecto escuro com
residuos sélidos provenientes da matriz ndo digerida. Ainda, foi observado que
quando foi feita a adicdo de H»O juntamente com HNOs 1 mol L foi obtido um
digerido esbranquicado com gordura néao digerida em suspenséao (Figura 50 A).

E importante enfatizar os cuidados que devem ser tomados ao digerir sangue
com o auxilio do H.O.. A presenca de catalase no sangue pode acelerar a
deteriorizacdo do H,O; levando a projecdo da amostra'’. Na Figura 51 é possivel

observar a reacdo do sangue na presenca de HxO..

Figura 51 - Digestdo de sangue na presenca de H.O». A) 0,4 g de sangue € B) 0,4 g
de sangue e 1 mL de H2O, 30%.

|

Como mostrado na Figura 51 B, a digestdo de sangue na presenca de H.O»
resultou na formagcdo de espuma (proveniente da liberacdo de CO, misturado a
amostra ainda nao digerida) levando a projecao da amostra. Essa reag¢ao ocorreu de
maneira rapida nos instantes iniciais do programa de aquecimento. Dessa maneira,
cuidados devem ser tomados quando se utiliza H.O, para a digestdo de sangue
utilizando sistemas abertos. Na Figura 52 € possivel observar os resultados para o

teor de C e acidez residual nos digeridos.
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Figura 52 - Concentracdao de C (barras) e concentracdo de HNOj (linha) presente
nos digeridos obtidos ap6s CWD-OS. Condicbes: 0,4 g de sangue, 6
mL de HNO3 e 40 min a 120 °C. As barras representam o desvio padrao
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 52, pode ser observado
que utilizando HNO; 10 e 14 mol L as concentragdes de C foram similares
(aproximadamente 1250 mg L™"). No entanto, foi observado que utilizando HNO3 10
mol L™ foi obtido um RSD de aproximadamente 10%, enquanto que utilizando HNO;
14 mol L™, o RSD foi de, aproximadamente 3%. Ainda, quando concentracdes de
HNO;s; de 3 a 7 mol L foram utilizadas para a digestdo de 0,4 g de sangue, foi
observado que, conforme o esperado, houve um aumento na concentragdao de C. No
entanto, quando foi avaliada a concentracdo de HNOz de 1 mol L™ houve uma
diminuicdo da concentragdo de C (aproximadamente 1000 mg L7). Isso,
provavelmente ocorreu, devido a digestdo incompleta do sangue (Figura 50 B), visto
que ha material particulado em suspensao.

A concentragdo de HNO3; também foi avaliada, e de acordo com os resultados
(Figura 52), usando HNO3z 10 e 14 mol L™, as solucdes resultantes apresentaram
concentracdo de HNO3 de 15 e 20%, respectivamente. Adicionalmente, conforme o
esperado, a concentracdo de HNO; residual foi diminuindo, chegando a
concentragdo de 2% (v v'') quando a digestdo foi feita com HNOz 1 mol L. Estes

resultados foram semelhantes aqueles obtidos utilizando 1 mL de H2O» 30% e 5 mL
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de HNO; 1 mol L'". Em ambos os casos observou-se que a amostra ndo foi
completamente digerida, visto que foram observados residuos sélidos na solugao
final e gordura como sobrenadante. Embora o sangue contenha uma elevada
quantidade de agua, a sua digestdao nao é uma tarefa facil devido a presenca de
gordura.

Considerando todos aspectos mencionados, pode-se perceber que, apesar de
simples, barato e disponivel na maioria dos laboratérios, o0 método da CWD-OS néo
é o mais adequado para a digestdo de sangue. E importante enfatizar que o método
poderia ser otimizado utilizando menor massa de amostra, no entanto, considerando
que os REE estdo em concentracbes extremamente baixas nesse tipo de amostra

(na faixa de ng g™'), esta possibilidade ndo é a mais adequada.

4.5.2 Digestao por via umida com aquecimento convencional em sistema
fechado

Assim como o método da CWD-OS, o método da CWD-CS é simples, barato,
e pode ser feito pela maioria dos laboratérios. Ainda, o método da CWD-CS permite
0 uso de temperaturas de até 200 °C, a qual € muito superior as temperaturas
comumente usadas nos sistemas abertos (a qual é limitada pela temperatura de
ebulicao do acido utilizado). No entanto, 0 método da CWD-CS apresenta algumas
limitacGes, principalmente, no que se refere ao aquecimento de modo convencional
(por conducéao). Este tipo de aquecimento pode ser desvantajoso, visto que nao é
feito de maneira uniforme para todos os frascos. Além disso, ndo ha um controle da
pressao durante a etapa de aquecimento, aumentando o cuidado referente a
maxima massa de amostra possivel de ser digerida'>>*"°,

Dessa forma, considerando os aspectos mencionados, o0 método da CWD-CS
foi avaliado no presente estudo. E importante enfatizar que a massa de amostra na
CWD-CS também foi fixada em 0,4 g, devido a concentragcdo maxima de K e Na
permitida nas solucdes finais para a determinacao de REE por USN-ICP-MS (de
acordo com os resultados obtidos nos estudos de interferéncias). O procedimento
feito no método da CWD-CS esta descrito no item 3.7.2 (Materiais e Métodos). No
método da CWD-OS foi feita a avaliacao da concentracdo de HNO3 e a avaliagdo do

uso do H>O2 30% nas diferentes concentracées de HNOs.
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4.5.2.1 Avaliacdo da concentracao de HNO3 para a digestdao de sangue por CWD-
CS

A concentracdo de HNO3; é um parametro importante que deve ser avaliado
nos métodos de digestdo, principalmente no que se refere as interferéncias
causadas na determinacdo de REE por USN-ICP-MS. Por isso, a concentragédo de
HNO; foi avaliada no método da CWD-CS. Na Figura 53 é possivel observar o
aspecto dos digeridos obtidos por CWD-CS apéds a avaliacdo da concentracdo de
HNO:s.

Figura 53 - Aspecto dos digeridos de sangue obtidos ap6s CWD-CS usando A) 6 mL
de HNO3 1 mol L™, B) 6 mL de HNO3; 3 mol LT, C) 6 mL de HNO3 5
mol L™, D) 6 mL de HNO3 7 mol L™, E) 6 mL de HNO3z 10 mol L e F) 6
mL de HNO3 14 mol L™.

Como pode ser observado, embora nao se tenha a presenca de material
particulado, os digeridos apresentaram coloracdo bastante amarelada quando a
digestao do sangue foi feita com HNO; nas concentracdes de 1 a 5 mol L™ (Figura
53 A, B e C). Por outro lado, quando o sangue foi digerido com HNO3 7 a 14 mol L™
(Figura 53 D, E e F), os digeridos apresentaram aspecto limpido. Na Figura 54 é
possivel observar os resultados para o teor de C e acidez residual nos digeridos.
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Figura 54 - Concentracdo de C (barras) e concentracao de HNOj (linha) presente
nos digeridos obtidos ap6s CWD-CS. Condicées: 0,4 g de sangue, 6
mL de HNO3 e 40 min a 200 °C. As barras representam o desvio padrao
(n=3).
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De acordo com os resultados observados na Figura 54, observa-se que, de
maneira geral, os RSDs para C, em todas as condi¢des, variaram na faixa de 5 a
14%. Possivelmente, o aquecimento ndao ocorreu de maneira homogénea em todos
os frascos. Conforme o esperado, o teor de C foi diminuindo com o aumento da
concentragdo de HNOs. Quando foi utilizado HNOs; 1 e 3 mol L, foram obtidos
digeridos com concentragdes de C de 1391 e 1414 mg L™, respectivamente. Por
outro lado, a concentragdo de C de, aproximadamente, 920 mg L™ foi obtida usando
HNO3 14 mol L. Isso representa uma diminuicdo de 30% em relacédo aos valores de
C obtidos quando a digestao foi feita com HNO3; 10 mol L™,

Em relacdo a concentracdo de HNOg3, conforme o esperado, a concentracao
de HNOj; remanescente nos digeridos apdés o método da CWD-CS diminuiu com a
diminuicdo da concentracao de HNOs3. Dessa forma, quando 0,4 g de sangue foram
digeridos com 6 mL de HNO3z 1 a 5 mol L™ foram obtidas solucdes com concentragio
de HNO; residual inferiores a 5% (v v''). No entanto, & medida que foram utilizadas
solugdes de HNO3 mais concentradas para a digestdo das amostras, a concentracao

de HNO3; remanescente nas solucdes digeridas também aumentou. Dessa forma,
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quando 0,4 g de sangue foram digeridos com HNO3; 10 e 14 mol L™, foram obtidas
solugbes com concentracdo de HNO; residual de, aproximadamente, 15 e 18%
(v v'"), respectivamente.

Conforme mencionado, o uso de HNOs; 14 mol L' para a digestdo das
amostras, acarretou na obtencédo de digeridos com elevada concentracao residual
de HNO;3; (aproximadamente 18%). Particularmente, para a determinacdo de REE
por USN-ICP-MS, esta concentragdo de HNO3 nos digeridos, faria com que uma
etapa de diluicdo (de pelo menos 2 vezes), previamente a determinacao, fosse
necessaria. Consequentemente, os LOQs seriam afetados, o que nao é vantajoso
quando o objetivo € a determinagdo de REE em sangue. Assim, solugdes digeridas
com menores concentragdes de HNO; residual e com concentracbes de C
relativamente baixas (como as obtidas com HNO3z 7 mol L") seria a melhor escolha,

até o momento.
4.5.2.2 Avaliacao do H.O- para a digestao de sangue por CWD-CS

Conforme discutido anteriormente, foi possivel digerir 0,4 de sangue com 6
mL de HNO3; 7 mol L. No entanto, considerando as potencialidades do H-O» como
um reagente auxiliar na oxidagdo da matriz orgénica, bem como no potencial para a
regeneragdo do HNOj3 durante o processo de digestao’®’*, foi feita uma avaliagdo do
uso do H>O, com o objetivo de reduzir a concentracdo de HNOj3 para a digestédo de
sangue. Para isso, foram avaliadas 6 condi¢des experimentais: /) 5 mL HNO3; 1 mol
L™ + 1 mL Hz02 30%, i) 5 mL HNO3; 3 mol L™ + 1 mL H,0» 30%, ii) 5 mL HNO; 5
mol L™ + 1 mL H20, 30%, i) 5 mL HNOz 7 mol L™ + 1 mL Hz02 30%, v) 5 mL HNO3;
10 mol L'+ 1 mL H202 30% e vi) 5 mL HNO3 14 mol L + 1 mL Hx0, 30%. Na Figura
55 é possivel observar o aspecto dos digeridos obtidos apdés a avaliagdo da
concentracao de HoO» no método da CWD CS.
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Figura 55 - Aspecto dos digeridos de sangue obtidos apdés CWD-CS usando: A) 5
mL HNO3z 1 mol L™ + 1 mL H,05 30%, B) 5 mL HNO3 3 mol L™ + 1 mL
H205 30%, C) 5 mL HNO3 5 mol L™ + 1 mL H20, 30%, D) 5 mL HNO; 7
mol L™ + 1 mL HoO» 30%, E) 5 mL HNO3; 10 mol L' + 1 mL Hy,0, 30% e
F) 5 mL HNO3 14 mol L™ + 1 mL Hy0, 30%.

E possivel observar que utilizando 5 mL HNO3 1 mol L™ + 1 mL H»O, Figura
55 A) foram obtidos digeridos com aspecto amarelado e com gordura em
suspensao, assim como aqueles obtidos sem o uso de H»O, (Figura 53 A). Esse
resultado é um indicativo que o uso do H>O, ndo auxiliou de maneira efetiva a
digestdo de sangue usando HNO3; 1 mol L™". Por outro lado, usando 1 mL de H.O»
em conjunto com HNOz 3 a 14 mol L, foram obtidas solucdes limpidas sem a
presenga de gordura ou outro material particulado em suspensédo. Na Figura 56 é
possivel observar os resultados para o teor de C e acidez residual nos digeridos.



176

Figura 56 - Concentracdao de C (barras) e concentracdo de HNOj (linha) presente
nos digeridos obtidos ap6s CWD-CS. Condicées: 0,4 g de sangue, 5
mL de HNO3; 1 a 14 mol L™ + 1 mL de H.O, e 40 min a 200 °C. As
barras representam o desvio padréo (n=3).
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De acordo com os resultados obtidos, os RSDs para C para todas as
condigdes investigadas foram na faixa de 4 a 10%. Conforme o esperado, o teor de
C nos digeridos foi diminuindo com o aumento da concentragdo de HNOs3. Usando,
por exemplo, 5 mL de HNO3 1 mol L™ + 1 mL de H,O2 e 5 mL de HNO3 14 mol L™ + 1
mL de H,0: as concentracdes de C variaram de 1050 a 840 mg L.

De maneira geral, o uso de Ho-O. proporcionou a obtencao de digeridos com
menores teores de C quando comparado aqueles em que nao foi feito o uso de H>O»
(Figura 54). Possivelmente, esses resultados podem ser explicados pelo efeito de
regeneracao do HNOs, uma vez que este efeito com o auxilio de H.O, é amplamente
discutido em na literatura’>"*.

Por outro lado, a concentracdo de HNO3; remanescente nos digeridos, assim
como esperado, diminuiu utilizando menores concentracdes de HNO; para a
digestdo de sangue (aproxidamente 5% utilizando 5 mL HNOz 1 mol L™ + 1 mL H,05
30% e 5 mL HNO; 3 mol L + 1 mL H,O, 30%). Dessa forma, essa condi¢do
mostrou-se adequada para a digestdo de sangue por CWD-CS, visto que nao foi
necessario efetuar etapas de diluicées antes da terminagdo dos REE por USN-ICP-
MS. Adicionalmente, os digeridos apresentaram aspecto limpido sem a presenca de
material particulado em suspensao.
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De maneira geral, foi possivel verificar que o método da CWD-CS apresentou
digeridos com menor teor de C quando comparado ao método da CWD-OS. Esses
resultados sdo concordantes entre si, visto que o uso de sistema fechado possibilita
utilizar temperaturas superiores ao ponto de ebulicado do HNO3, o que acarreta no
aumento da eficiéncia de digestdo da amostra®.

4.5.2.3 Avaliacdo da sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS usando
digeridos de sangue apdés CWD-CS ao longo do tempo

Conforme sabido, um método de preparo de amostra ideal é aquele que
fornece digeridos compativeis a técnica de determinacdo a ser utilizada. Ainda, o
ideal € que esses digeridos possam ser introduzidos nos equipamentos sem etapas
de diluicdes, as quais algumas vezes sao necessarias para evitar interferéncias.

No entanto, muitas vezes, nenhum estudo é feito acerca da adequabilidade
dos digeridos frente as técnicas analiticas. Em analises de rotina, essas informacdes
sao importantes, visto que, resultados incorretos podem ser obtidos. Adicionalmente,
€ importante mencionar que, durante a analise de rotina, se o digerido nao for
adequado as técnicas analiticas, a longo prazo, pode ocorrer a diminuicdo da
sensibilidade do equipamento, bem como depdsitos de material particulado e
obstrucao de capilares, por exemplo. O tempo dispendioso para a manutengao e/ou
a limpeza dos equipamentos gera custos e atrasos na entrega de resultados para as
industrias ou laboratérios.

Considerando todos os aspectos mencionados, experimentos adicionais
utilizando os digeridos de sangue obtidos na CWD-CS foram feitos de modo a
verificar se eles causariam mudancas na sensibilidade da técnica de USN-ICP-MS
quando injetados de maneira continua no equipamento. E importante mencionar que
os experimentos foram feitos utilizando os digeridos obtidos por duas condi¢des (5
mL de HNO3; 1 mol L™ + 1 mL de HxO, 30% e por 5 mL de HNO3z 3 mol L + 1 mL de
HoO, 30%). Os experimentos em cada condicdo foram feitos de maneira
independente.

Dessa forma, primeiramente, foram obtidos digeridos (quintuplicata) de
sangue pelo método da CWD-CS, conforme o procedimento descrito no item 3.7.2
(Materiais e Métodos). Cabe salientar que, a amostra A foi escolhida, visto que todos
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os analitos estavam abaixo do LOQ. Apds a obtencédo dos digeridos, estes foram
misturados de modo a obter uma solucao unica (de todos os digeridos) com volume
total de, aproximadamente, 125 mL. Posteriormente, foi feita a adicado de todos os
REE de modo que, no volume final (125 mL), a concentracao dos analitos fosse de
250 ug L.

A solucdo foi introduzida no equipamento de USN-ICP-MS de maneira
continua por 45 min e a determinacao da concentracdo dos REE foi feita de 5 em 5
min. Todas as concentracbes obtidas em cada tempo foram comparadas
(percentualmente) com aquelas obtidas na medida 1 (correspondente a
determinacao dos REE no tempo de 1 min). Os resultados obtidos para a condicao
utilizando 5 mL de HNO3 1 mol L™ + 1 mL de H»O» 30% podem ser observados na
Figura 57.
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Figura 57 - Avaliagdo da sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS na determinacdo de REE (250 ng L) ao longo do tempo a
partir de digeridos de sangue obtidos por CWD-CS (n=5). A linha continua representa a concordancia em 100% com a
concentragdo da solucao de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas representam os niveis de
tolerancia estipulado em 10%. Condigdes: 0,4 g de sangue e 5 mL de HNO3 1 mol L™ + 1 mL de Hx0230%.
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Como pode ser observado na Figura 57, apesar dos digeridos apresentarem
aspecto amarelado (Figura 55 A), na pratica, a sensibilidade do equipamento de
USN-ICP-MS néao foi alterada de maneira significativa para tempos de até 40 min
(tempo correspondente a introducdo dos digeridos de maneira continua). De
maneira geral, todos os analitos apresentaram concordancias na faixa de 90 a 100%
para os tempos de 5 a 40 min. No entanto, apds 45 min de introducédo dos digeridos
de maneira continua no equipamento de USN-ICP-MS, pode-se perceber uma
diminuicdo nas concordéancias para todos os REE de aproximadamente 85 (Er) a
89% (Y), em comparacao com os resultados obtidos na medida 1 (tempo de 1 min).
Adicionalmente, nesta mesma condicdo, RSDs de, aproximadamente, 7% foram
obtidos para todos os REE.

De forma geral e de acordo com os resultados obtidos até entéo, os digeridos
obtidos pelo método da CWD-CS usando 0,4 g de sangue e 5 mL de HNOz 1 mol L
+ 1 mL de H>O2 30% poderiam ser solugbes compativeis a técnica de USN-ICP-MS.
O mesmo experimento descrito acima foi feito para os digeridos de sangue obtidos
por CWD-CS usando 0,4 g de sangue e 5 mL de HNO3; 3 mol L™ + 1 mL de HO-
30%. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 58.
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Figura 58 - Avaliagdo da sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS na determinacdo de REE (250 ng L) ao longo do tempo a
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Apo6s a avaliacdo da sensibilidade da técnica de USN-ICP-MS frente aos
digeridos de sangue obtidos pelo método da CWD-CS usando 5 mL de HNO3 3 mol
L' + 1 mL de H»0, 30%, pode-se observar que nao foram observadas mudancas
nas concordancias para os REE nos tempos avaliados (5 a 45 min). Nesse sentido,
os resultados mostraram que, os digeridos de sangue obtidos por CWD-CS (usando
5 mL de HNO3; 3 mol L™ + 1 mL de H,0» 30%) apresentaram solucdes compativeis a
técnica de USN-ICP-MS, visto que nao foram observadas mudangas na
sensibilidade desta técnica ao longo do tempo. Ainda, é importante mencionar que
nao foram observados depésitos de C nos cones de amostragem e Skimmer ap6s

estes experimentos.
4.5.2.4 Avaliacao da exatidao do método da CWD-CS

Para a avaliagdo da exatiddo do método da CWD-CS foram feitos
experimentos de recuperacao dos analitos. Os experimentos foram feitos usando 0,4
g da amostra A em duas condicdes distintas (as quais apresentaram digeridos
compativeis & técnica de USN-ICP-MS): 5 mL de HNO3 1 mol L + 1 mL de H.0:
30% e 5 mL de HNO3; 3 mol L™ + 1 mL de H,O, 30%. Previamente a digestao da
amostra, foi feita a adicao de todos os REE de modo que a concentracéo final foi de
250 pg L. Posteriormente, foi feita a determinagdo dos REE por USN-ICP-MS e os
resultados podem ser observados na Figura 59.
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Figura 59 - Avaliacdo da exatiddo do método da CWD-CS na determinagédo de REE (250 ng L) (n=5). A linha continua representa
a concordancia em 100% com a concentracdo da solucao de referéncia contendo todos os REE e as linhas pontilhadas

representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%. Condicdes: 0,4 g de sangue e 5 mL de HNOs; 1 mol L™ e 0,4 g
de sangue e 5 mL de HNO3;3 mol L.
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De acordo com os resultados obtidos na Figura 59, foi possivel verificar que,
embora os digeridos obtidos usando 5 mL de HNO3 1 mol L™ + 1 mL de H»O, nio
causou mudanca na sensibilidade da técnica de USN-ICP-MS (introducdo do
digerido de maneira continua durante 40 min - Figura 58), os resultados obtidos na
presente avaliacgdo nao apresentaram exatiddo adequada. Neste caso, as
concordancias entre as recuperacdes dos analitos em comparagcdo com a solucao
de referéncia variaram de 74% (Y) a 87% (Sm).

Cabe salientar que nesta condicao, o digerido obtido apresentou residuo de
matriz. Dessa forma, possivelmente, as propriedades fisico-quimicas dos digeridos
(viscosidade, densidade e tensao superficial) foram diferentes das solucbes de
referéncia utilizadas para a calibracado do equipamento de ICP-MS. Durante esta
avaliacao, foi observado que durante a nebulizacdo destes digeridos pelo USN a
formacao da névoa diminuiu de maneira significativa. Com isso, menor quantidade
de amostra chegou até o plasma, alterando a exatidao dos resultados.

Por outro lado, quando a exatidao foi avaliada usando os digeridos de sangue
obtidos com 5 mL de HNO3 3 mol L™ + 1 mL de Hz02 30%, concordancias de 91%
(Eu e Tb) a 103% (Tm) foram obtidas. Nesse sentido, esta condicado foi escolhida
para a digestdo de sangue e posterior determinacao dos REE.

4.5.2.5 Determinacdo de REE em sangue apés CWD-CS

Apés a otimizacao dos parametros experimentais do método da CWD-CS, foi
feita a determinacdo dos REE no sangue. Os resultados obtidos podem ser
observados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Determinacdo de REE em sangue apés CWD-CS. Os valores
representam a média + desvio padrdo (ng g'), n = 5. Determinagdes
feitas por USN-ICP-MS. Condigdes: 0,4 de sangue e 5 mL de HNO3 3
mol L™ + 1 mL de H202 30%.

Concentracgdo, ng g™

Flemento Ir\g?;?gr?cigp Sangue A Sangue B Sangue C Sangue D Sangue E
Ce <12,5 <90 <10,3 <90 <6,3 <90
Dy <75 <5,0 < 6,4 <50 < 3,7 <50
Er <6,3 <42 <52 <42 <3,2 <42
Eu <69 <45 <55 <45 <34 <45
Gd <12,5 <83 <10,1 <83 <6,3 <83
Ho <3,3 <2, <28 < 2,1 <1,6 < 2,1
La <252 < 16,6 <104 < 16,6 <6,3 < 16,6
Lu <6,5 <43 <52 <43 <33 <43
Nd < 18,8 <125 <8,6 <125 <5,0 <125
Pr < 16,3 < 10,8 <76 <10,8 <48 < 10,8
Sm <174 <125 <8,3 <125 <52 <125
Tb <6,3 <43 <50 <43 <32 <43
Tm <70 <2,0 <24 <20 <1,6 <20
Y <25 < 16,6 <10,3 < 16,6 <6,3 < 16,6
Yb <75 <50 <6,8 <50 <38 <5,0

De acordo com os resultados obtidos, pode-se verificar que todos os REE em

todas as amostras ficaram abaixo dos LOQs. Assim, como o esperado, a

concentracdo de REE no sangue é baixa. E importante mencionar que as digestdes

foram feitas usando 0,4 g das amostras A, C e E, 0,29 g da amostra B e 0,45 g da

amostra E. Nao foi avaliado o uso de massas mais elevadas, uma vez que a

concentragdo de Na, K e Fe nos digeridos também aumentaria, causando

interferéncias na determinacao dos REE por USN-ICP-MS.
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4.5.3 Digestao por via umida assistida por micro-ondas em camara unica de
reacao

Como sabido, o uso de sistemas fechados e com aquecimento por micro-ondas
favorecem a digestdo de amostras com elevado teor de gordura (como o sangue),
proporcionando o uso de temperaturas mais elevadas e controle de pressdo do
sistema’®®®. No que se refere a sistemas fechados para a digestdo de amostras, o
UltraWave® pode ser considerado como uma das melhores alternativas para essa
finalidade, visto que permite o uso de temperatura e pressao operacionais de 270 °C
e 160 bar, respectivamente. Consequentemente, o uso dessas condi¢cdes
experimentais, permite a digestdo de elevadas massas de amostra usando, muitas
vezes, solucdes diluidas'®”"1%°.

No presente trabalho, 0 método da MAWD-SRC foi investigado para a digestao
de sangue e posterior determinagcdo de REE por USN-ICP-MS. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de um método de digestao de
sangue que fornecesse digeridos com minimos teores de carbono e de HNOs. Ainda,
esses digeridos deveriam ser compativeis com a técnica de USN-ICP-MS, de modo
que possiveis interferéncias pudessem ser minimizadas e/ou evitadas durante a
etapa de determinacdo dos REE. Além disso, objetivou-se também o uso de
solucdes diluidas para a digestdao e, consequentemente a reducdo de residuos no
laboratério. E importante mencionar que, até entéo, nio foram encontrados trabalhos
na literatura usando o método da MAWD-SRC para a digestdo de sangue.

Inicialmente, foi escolhido um programa de radiagdo relativamente longo'*,
com o objetivo de propiciar um maior tempo para a digestdo das amostras quando
solucdes diluidas fossem avaliadas e evitar possiveis projecées da amostra. O
programa de radiacao utilizado foi descrito na Tabela 10 (Materiais e Métodos).

No método da MAWD-SRC, os seguintes parametros experimentais foram
avaliados: /) massa de sangue (0,4 a 2 g), ii) concentracdo de HNO3 (1 a 14 mol L™
HNO3), iii) temperatura maxima (200 a 270 °C) e iv) tempo de irradiagcdo micro-ondas
(5 a 20 min) na temperatura otimizada. O procedimento experimental utilizado no
método da MAWD-SRC estéa descrito no item 3.7.3 (Materiais e Métodos).
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4.5.3.1 Avaliacdo da massa de sangue

Conforme mencionado no decorrer do presente trabalho, a massa de sangue
a ser digerida nos métodos de preparo de amostras € um importante parametro que
deve ser avaliado, visto a necessidade da obtencao de LOQs mais baixos possiveis.
No caso da determinacdo de REE em sangue, esse parametro é de fundamental
importancia considerando que esses elementos, geralmente, estdo presentes em
baixas concentragdes 184670,

Embora demonstrado nos estudos de interferéncias, a massa maxima de
sangue possivel de ser digerida nos métodos de preparo de amostras esta
diretamente relacionada as elevadas concentracées de K e Na presentes em cada
amostra. Conforme ja descrito, a massa de sangue deveria ser limitada a,
aproximadamente 0,4 g, a fim de evitar interferéncias na determinacao de REE por
USN-ICP-MS. Entretanto, considerando as potencialidades do método da MAWD-
SRC para a digestdo de uma variedade de amostras, buscou-se avaliar a massa
maxima de sangue a ser digerida por este método, para explorar a capacidade do
sistema.

Neste contexto, foi avaliado o uso de massas de sangue de 0,4 a 2,0 g
usando 6 mL de HNO3 14 mol L. Para a avaliagdo da massa de sangue, bem como
para os demais parametros, foi utilizado o programa de irradiagdo mencionado na
Tabela 10. A eficiéncia de digestdao do sangue foi avaliada com base nos teores de
carbono em solugédo e da concentracdo de HNOs3. Os resultados obtidos para cada
massa de sangue estdo mostrados na Figura 60.
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Figura 60 - Concentracao de carbono (barras) e concentracdo de HNOj (linha)
presente nos digeridos obtidos apdés a MAWD-SRC usando massas de
sangue na faixa de 0,4 a 2,0 g. Condicdes: 6 mL de HNO; 14 mol L™,
270 °C e 20 min na temperatura maxima. As barras de erros
representam o desvio padrao, n=3.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 60, é possivel observar
que, conforme o esperado, o teor de carbono em solucdo aumentou com o aumento
da massa de sangue utilizada (40 + 0,2 a 401 + 15 mg L usando 0,4 a 2,0 g de
sangue, respectivamente). Pode-se observar que, mesmo usando massa de sangue
de 2 g os teores de C obtidos sao, relativamente, baixos.

Por outro lado, a concentracdo de HNO3 diminuiu com o aumento da massa
de sangue (de 12,7 a 8,8%, usando de 0,4 a 2,0 g, repectivamente). Os resultados
obtidos estdo concordantes com o esperado, visto que, ao aumentar a massa de
sangue a ser digerida, mais acido sera necessario para sua oxidacdo o que,
consequentemente, acarreta no maior consumo deste. Na figura 61 é possivel

observar os aspectos dos digeridos de sangue obtidos ap6s MAWD-SRC.
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Figura 61 - A) Aspecto dos digeridos de sangue apés MAWD-SRC usando 0,4 g de
sangue e B) 2,0 g de sangue. Condi¢do: 6 mL de HNO3; 14 mol L™, 270
°C e 20 min em 270 °C.
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Conforme pode ser observado na Figura 61, independentemente da massa de
sangue digerida por MAWD-SRC (0,4 a 2,0 g), os digeridos apresentaram aspecto
limpido, sem a presenca de material particulado em suspensdo. Conforme
demonstrado na Figura 60, os teores de C obtidos nos digeridos foram baixos, o que
indica que as amostras foram eficientemente digeridas em todas as massas de
sangue avaliadas.

E importante mencionar que massas de sangue superiores a 0,4 g foram
avaliadas no método da MAWD-SRC. No entanto, no presente trabalho, a massa de
amostra selecionada para as demais otimizagdes do método proposto foi de 0,4 g,
de acordo com os experimentos de interferéncias feitos na determinacao de REE por
USN-ICP-MS.

4.5.3.2 Avaliacado da concentracdo de HNO3

Levando em conta as concentragcdbes de C relativamente baixas obtidas
quando as mostras de sangue foram digeridos (até 2,0 g) com HNO; 14 mol L™, a
concentracdo de HNO; €é um parametro importante a ser investigado.
Adicionalmente, considerando todos os aspectos ambientais, no que se refere ao
desenvolvimento de métodos analiticos com reagentes diluidos, menor geracao de
residuos, bem como reducao de custos, a avaliagao deste parametro torna-se ainda
mais importante. Além disso, conforme demonstrado neste trabalho, o uso de
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métodos analiticos que possibilitam a obtencdo de digeridos com menores
concentracdes de acidos, principalmente o HNO3 (oxidante comumente utilizado),
ajudam a reduzir possiveis interferéncias na etapa de determinagdo dos REE por
USN-ICP-MS. Na Figura 62 estd mostrado o aspecto dos digeridos usando HNO3 1
e 14 mol L apés a digestdo de 0,4 g de sangue por MAWD-SRC.

Figura 62 - Aspecto dos digeridos de sangue obtidos ap6s MAWD-SRC usando A)
6 mL de HNO; 1 mol L, B) 6 mL de HNO3 14 mol L. Condic&o: 0,4 g
de sangue, 270 °C e 20 min na temperatura maxima.

E importante salientar que, usando 6 mL de HNO3 1 a 14 mol L, os aspectos
dos digeridos foram limpidos e sem a presenca de material particulado e gordura em
suspensdo. Posteriormente, foi feita a determinacdo da concentragdo de C e de
HNO3 nos digeridos obtidos por MAWD-SRC, onde que os resultados obtidos estao
mostrados na Figura 63.
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Figura 63 - Concentracao de carbono (barras) e concentracdo de HNOj; (linha)
presente nos digeridos obtidos apdés a MAWD-SRC usando 6 mL de
HNOs 1 a 14 mol L. Condigdo: 0,4 g de sangue, 270 °C e 20 min em
270°C. As barras de erros representam o desvio padrao, n=3.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 63, é possivel observar
que, com adiminuicdo da concentragdo de HNOs o teor de C aumentou apéds a
digestdo de 0,4 g de sangue (40 + 0,2 a 260 + 19 mg L' usando HNO3 14 e 1
mol L™, respectivamente). O aumento da concentragdo de C usando HNO3 1 mol L
! representa um aumento de aproximadamente 6,5 vezes em relagcdo ao uso de
HNO; 14 mol L. No entanto, conforme demonstrado no item 4.3.6.3 (Resultados),
esse teor de C nao seria o suficiente para causar interferéncias na etapa de
determinacao do REE por USN-ICP-MS.

Por outro lado, a concentracdo de HNOj3; presente nos digeridos, assim como
0 esperado, diminuiu com o uso de solu¢cdes mais diluidas de HNOs. Foi possivel
observar que, usando concentracdes de HNO; de até 5 mol L', a concentragéo de
HNOj3 nao foi superior a 5% (v v').

Adicionalmente, foi feito um experimento avaliando o uso do H.O» 30% na
digestdo de sangue utilizando o método da MAWD-SRC em conjunto com HNO; 1
mol L. E importante mencionar que, para evitar projecdes (Figura 51) devido a
reacdo da catalase, o sangue contendo o HNO3; e o H>O, foi aquecido em uma
chapa de aquecimento (150 °C) por, aproximadamente 40 min, antes da digestéao por
MAWD-SRC. Por tratar-se de um método que consiste na pressurizacao da SRC,
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esse cuidado torna-se ainda mais relevante. Nesta avaliacdo verificou-se que os
teores de C diminuiram (aproximadamente 42%), enquanto que, a concentracdo de
HNO;3 teve um pequeno aumento (3%) em comparagdao com a condicao utilizando
somente o HNO3z na mesma concentragdo (1 mol L™).

Entretanto, considerando que o uso do HxO, no método da MAWD-SRC
acarreta no aumento do tempo total do procedimento, optou-se por ndo usar este
reagente para a subsequentes experimentos. Além disso, embora a condicdo
utilizando apenas HNOz 1 mol L™, apresentou teores de C maiores (260 mg L™)
quando comparado a condigcdo contendo o HNOz 1 mol L em conjunto com H,05
(152 mg L"), os valores de C sdo relativamente baixos e ndo causariam
interferéncias na determinacao de REE por USN-ICP-MS.

Nesse sentido, considerando os aspectos mencionados, a concentracdao de
HNO; de 1 mol L foi escolhida para a digestdo de sangue e para a otimizagdo dos
demais parametros do método da MAWD-SRC. E importante enfatizar que o uso de
solucdes diluidas é muito importante nos métodos de preparo de amostras,

principalmente, durante as analises de rotina.
4.5.3.3 Avaliacado da temperatura maxima de digestao

A avaliagdo da temperatura € outro parametro importante para o
desenvolvimento do método da MAWD-SRC. Conforme é sabido, 0 aumento da
temperatura, de maneira geral, proporciona o aumento da eficiéncia de digestao das
amostras, visto que o poder oxidante do &cido utilizado para a digestdo das
amostras é potencializado'>"°.

Dessa forma, o uso de temperaturas mais elevadas no método da MAWD-
SRC, quando comparada aos métodos da CWD-OS e CWD-CS, pode justificar o
fato desse método proporcionar a digestao de 0,4 g de sangue com o uso de HNO3
1 mol L. Neste caso, digeridos com baixo teor de C (aproximadamente 260 mg L™)
foram obtidos. Assim, optou-se por verificar se, seria possivel utilizar a mesma
concentracdo de acido para a digestdo do sangue em temperaturas menores. Na
Figura 64 é possivel observar o aspecto dos digeridos apds avaliacdo da tempertura

no método da MAWD-SRC.
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Figura 64 - Aspecto dos digeridos de sangue obtidos ap6s MAWD-SRC usando: A)
200, B) 220, C) 250 e D) 270 °C. Condicdo: 0,4 g de sangue, 6 mL de
HNO3 1 mol L™ e 20 min em cada temperatura.

De acordo com a Figura 64, pode-se verificar que para o uso de temperaturas
de 200 e 220 °C foram obtidos digeridos com aspecto amarelado, viscosos e com
gordura em suspensao proveniente de amostra nao digerida. Possivelmente, com o
uso dessas temperaturas, somando-se ao uso de HNO3; 1 mol L™, ocorreu a reducéo
do poder oxidante do acido. Por outro lado, com o uso de temperaturas de 250 e 270
°C foi observado a obtencao de digeridos mais limpidos. No entanto, foi observada
um pouco de gordura em suspensao quando a temperatura de 250 °C foi avaliada.

Posteriormente, foi feita a determinagao da concentracao de C e de HNO3 nos
digeridos obtidos. Na Figura 65 é possivel observar o teor de carbono em solugao e
a concentragcdo de HNO;3; nos digeridos ap6s a avaliacdo da temperatura para a
digestao de sangue por MAWD-SRC.
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Figura 65 - Concentracdao de carbono (barras) e concentragdo de HNO; (linha)
presente nos digeridos obtidos apés a MAWD-SRC usando 200, 220,
250 e 270 °C Condicdo: 0,4 g de sangue, 6 mL de HNOs; 1 mol L™ e 20
min em cada temperatura. As barras de erros representam o desvio

padrao, n=3.
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Como pode ser observado na Figura 65, usando temperaturas maximas de
200 a 270 °C durante a digestao de sangue, o teor de carbono em solugéo variou de
cerca de 974 a 260 mg L, respectivamente. Estes resultados indicam que, o
aumento da temperatura ocasionou uma diminuicao significativa da concentracdo de
C. Utilizando a temperatura de 270 °C observou-se uma reducédo da concentracao
de C de, aproximadamente, 73% em comparacdo com o digerido obtido na
temperatura de 200 °C. Por outro lado, a concentragdo de HNO3; remanescente
manteve-se, praticamente constante, visto que foi utilizado HNO3; 1 mol L™,

Subsequentemente, foi feita a avaliacdo da sensibilidade do equipamento de
USN-ICP-MS usando os digeridos obtidos ap6s a avaliagcdo da temperatura maxima
de digestdao de 250 e 270 °C. Este estudo foi feito com o objetivo de otimizar a
melhor temperatura para a digestdo de sangue por MAWD-SRC. Nesse sentido, a
temperatura maxima de digestao foi fixada em 250 e 270 °C.



195

4.5.3.4 Avaliacdo da sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS usando
digeridos de sangue apés MAWD-SRC

Um estudo usando digeridos obtidos apds a avaliacao da temperatura maxima
de digestdo no método da MAWD-SRC foi feito para verificar uma possivel mudanca
de sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS ao longo do tempo. Os
experimentos foram feitos de maneira analoga, seguindo os mesmos procedimentos
mencionados no método da CWD-CS (item 4.5.2.3, Resultados). E importante
mencionar que esses experimentos foram feitos utilizando os digeridos obtidos apds
a digestdo de 0,4 g de sangue (amostra A) em 250 e 270 °C conforme o
procedimento descrito no item 3.7.3 (Materiais e Métodos). Apés a obtencdo dos
digeridos, estes foram misturados de modo a obter uma solugéao Unica com volume
total de 125 mL. Posteriormente, foi feita adigdo dos REE na solugéo resultante de
modo que no volume final a concentragdo dos REE foi de 250 ug L. A solucao foi
introduzida no equipamento de USN-ICP-MS de maneira continua por 45 min e, a
leitura dos REE foi feita de 5 em 5 min. Os resultados obtidos foram comparados
com os resultados obtidos logo que a solucdo foi introduzida no equipamento de
USN-ICP-MS (medida 1 - Tempo de 1 min). Os resultados obtidos (na condigédo
usando 6 mL de HNO3 1 mol L™ e 250 °C) podem ser observados na Figura 66.
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Figura 66 - Avaliacdo da resposta do equipamento de USN-ICP-MS na determinacdo de REE (250 ng L) ao longo do tempo a
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De acordo com os resultados obtidos (Figura 66), ndao foram observadas
alteracdes significativas na sensibilidade independente do tempo de introducdo do
digerido no equipamento de USN-ICP-MS (5 a 45 min). Nesta condi¢do, todos os
REE apresentaram concordancias na faixa de 90 a 110%. Com isso, pode-se
concluir que os digeridos obtidos apés a MAWD-SRC né&o alteram de maneira
significativa a sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS ao longo de 45 min. E
importante mencionar que 0s mesmos experimentos foram feitos utilizando a
temperatura de 270 °C e, conforme o esperado, também nao houve mudancgas na
sensibilidade do equipamento de USN-ICP-MS ao longo do tempo.

4.5.3.5 Avaliacao da exatidao do método da MAWD-SRC

A exatiddo método da MAWD-SRC foi avaliada mediante experimentos de
recuperagdo dos analitos e determinagdo por USN-ICP-MS. Para isso, foi feita a
adicao dos REE em 0,4 g de sangue previamente a digestao usando 6 mL de HNO3
1 mol L™ nas diferentes temperaturas avaliadas por MAWD-SRC. Posteriormente, foi
feita a determinacao dos REE por USN-ICP-MS. Estes experimentos foram feitos
nas temperaturas de 200 a 270 °C de modo a verificar a exatiddo do método em
cada temperatura avaliada. Os resultados podem ser observados na Figura 67.
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Figura 67 - Avaliacdo da exatiddo do método da MAWD-SRC na determinacdo de REE (250 ng L) (n=5). A linha continua
representa a concordancia em 100% com a concentracao da solucao de referéncia contendo todos os REE e as
linhas pontilhadas representam os niveis de tolerancia estipulado em 10%. Condicao: 0,4 g de sangue e 6 mL de
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De acordo com os resultados, as concordancias foram inferiores a 50 e 70%
para os digeridos obtidos em temperaturas de 200 e 220 °C, respectivamente, para
todos o0s elementos em comparagdo com os valores de referéncia. Para a
temperatura de 250 °C, as concordancias variaram de 76% (Y) a 82% (Sm),
indicando que, mesmo possuindo um aspecto limpido, a solu¢cdo nédo é adequada
para introducao de forma direta no equipamento de USN-ICP-MS. Esse resultado
provavelmente ocorra devido as mudancgas na formacao do aerossol quando esses
digeridos sao introduzidos no nebulizador ultrass6nico. Essa mudanga na geracao
do aerossol, possivelmente, seja devido a uma pequena quantidade de gordura
dissolvida nos digeridos. Por outro lado, concordancias superiores a 92%, foram
obtidas para todos os REE em comparagdao com os valores de referéncia utilizando
os digeridos provenientes da digestdo de sangue a 270 °C.

Considerando esses aspectos, dentre as temperaturas avaliadas, a
temperatura de 270 °C foi a unica que forneceu digeridos compativeis ao
equipamento de USN-ICP-MS, sem a necessidade de diluicbes para corrigir
possiveis interferéncias. Assim, esta temperatura foi escolhida para a digestao de
sangue visando a posterior determinagéo dos REE por USN-ICP-MS.

4.5.3.6 Avaliacado do tempo

A avaliacdo do tempo é um importante parametro experimental a ser
investigado no desenvolvimento de método de preparo analitico, visto que esta
etapa pode ser considerada a mais morosa da sequencia analitica'®. Esta avaliagdo
torna-se ainda mais importante para os métodos que serao aplicados em analise de
rotina>>.

Neste estudo, o tempo de 5, 10, 15 e 20 min foram avaliados para a digestao
de sangue pela mudancga de tempo de permanéncia na quarta etapa de programa de
irradiacdo (270 °C). Para verificar este parametro, os experimentos foram feitos
usando as condigdes previamente otimizadas: 0,4 g de sangue, 6 mL de HNO;3 1
mol L e 270 °C. Na figura 68 esta mostrado o aspecto dos digeridos usando 5, 10,
15 e 20 min para a digestao de 0,4 g de sangue por MAWD-SRC.
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Figura 68 - Aspecto dos digeridos de sangue obtidos apés MAWD-SRC usando A)
5, B) 10, C) 15 e D) 20 min. Condicao: 0,4 g de sangue, 6 mL de HNO3
1 mol L e 270 °C.

De acordo com a Figura 68, pode-se observar que os digeridos obtidos apds
5 e 10 min em 270 °C, apresentaram aspecto amarelado e com gordura em
suspensdo. Por outro lado, digeridos limpidos, sem gordura e material sélido em
suspensdo foram obtidos nos tempos de 15 e 20 min. Na Figura 69 € possivel
observar o teor de carbono em solugcdo e a concentracdao de HNO; obtida apés a
variacdo do tempo de permanéncia na temperatura maxima para a digestao de

sangue.
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Figura69 - Concentracdo de carbono (barras) e concentracao de HNOj; (linha)
presente nos digeridos obtidos ap6s a MAWD-SRC usando 5, 10, 15
e 20 min na temperatura maxima de digestao. Condicao: 0,4 g de
sangue, 6 mL de HNOs; 1 mol L' e 270 °C. As barras de erros
representam o desvio padrdo, n=3.
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De acordo com os resultados obtidos (Figura 69), foi possivel observar que,
de maneira geral, o teor de C nos digeridos foram semelhantes usando 5 e 20 min
(265 a 248 mg L, respectivamente). No entanto, quando foram utilizados tempos de
5 e 10 min, valores de RSDs mais elevados foram obtidos (aproximadamente 30%
enquanto que para as condigbes utilizando 15 e 20 min os RSDs foram de,
aproximadamente 4%). Isto, possivelmente ocorreu, devido a quantidade de gordura
remanescente no digerido final. Por outro lado, a concentracao de HNO3; manteve-se
praticamente constante para todas as condi¢cdes (aproximadamente 0,5 a 0,6%).
Nesse sentido, considerando todos esses aspectos, foi selecionado o tempo de 15
min a 270 °C para a digestao de sangue por MAWD-SRC.
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4.5.3.7 Determinacdo de REE em sangue apés MAWD-SRC

Apos definir as melhores condi¢gdes no método da MAWD-SRC (0,4 g, 6 mL
de HNOs; 1 mol L', e 15 min a 270 °C) para a digestdo de sangue, foi feita a
determinacao dos REE nas amostras utilizadas no presente estudo. Os resultados
podem ser observados na Tabela 16.

Tabela 16 - Determinacdo de REE em sangue ap6s MAWD-SRC. Os valores
representam a média + desvio padrdo (ng g”'), n = 5. Determinagdes
feitas por USN-ICP-MS. Condicao: 0,4 g, 6 mL de HNO3; 1 mol L™, e 15
min a 270 °C.

Concentracgdo, ng g™

Elemento A
Metodo de Sangue A Sangue B Sangue C Sangue D Sangue E

referéncia
Ce <12,5 <6,3 < 8,6 743+0,72 <56 8,66 + 0,85
Dy <75 < 3,7 < 5,1 <3,7 <33 <3,7
Er <6,3 < 3,1 <43 < 3,1 <28 < 3,1
Eu <69 <34 <438 <34 <30 <34
Gd <125 <6,3 < 8,6 <6,3 <55 <6,3
Ho <33 <1,6 <25 <1,6 <14 <1,6
La <252 <6,3 < 8,6 6,83+050 <5,6 7,03+ 0,44
Lu <6,5 <33 <45 <33 <29 <33
Nd < 18,8 <50 <68 593+0,38 <44 <5,0
Pr <16,3 <48 <6,5 <438 <42 <48
Sm <174 <50 <69 <50 <43 <5,0
Tb <6,3 <3,2 <43 <3,2 <28 <3,2
Tm <70 <1,6 <22 <1,6 <15 <1,6
Y <25 <6,3 <8,6 <6,3 <5,6 <6,3
Yb <75 < 3,8 < 5,1 <3,8 < 3,3 < 3,8

Apéds a determinagédo dos REE por USN-ICP-MS apés MAWD-SRC, pode-se
verificar que todos os elementos estdo em concentracées menores que os LOQs
nas amostras A, B e D. Por outro lado, nas amostras C e E foi observado que, Ce,
La e Nd estdo presentes em concentracbes acima dos seus respectivos LOQs na
amostra C, enquanto que na amostra E foi encontrada apenas a presenca de Ce e
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La acima do LOQ. E importante mencionar que os LOQs variaram um pouco de
amostra para amostra em fungdo da massa digerida por MAWD-SRC.

4.5.4 Combustao iniciada por micro-ondas

O meétodo da MIC é bem estabelecido na literatura e tem sido aplicado para
uma infinidade de amostras e para diferentes analitos'®®'841%6.14° Em relacdo &
amostras bioldgicas, recentemente, a MIC foi aplicada para a digestao de cabelo e
saliva para posterior determinacéo de Br e 1", No entanto, o método da MIC ainda
nao foi aplicado para a digestdo de sangue para a posterior determinagcédo dos REE.

O método da MIC fornece diversas vantagens, principalmente no que se
refere a obtencdo de digeridos com baixo teor de carbono em solucdo (inferior a
1%), tornando-os compativeis as técnicas analiticas comumente utilizada para a
determinacao elementar. Além da adequabilidade dos digeridos quanto ao baixo teor
de carbono em solucao, no método da MIC ha a possibilidade do uso de solucdes
acidas ou alcalinas diluidas para a retengcdo dos analitos, o que acarreta na
diminuicdo de valores de brancos, menor geracao de residuos e reduz possiveis
interferéncias durante a etapa de medida'®®*'%. Considerando esses aspectos, no
presente trabalho o método da MIC foi investigado para a digestdo de sangue para a
posterior determinacdo dos REE por USN-ICP-MS. O procedimento experimental da
MIC estéa descrito no item 3.7.4 (Materiais e Métodos).

4.5.4.1 Avaliacdo da massa maxima de sangue adsorvida nos papéis de DBS

Para o desenvolvimento do método da MIC foi utilizado papéis de DBS como
suporte da amostra. Dessa forma, previamente ao desenvolvimento do método
propriamente dito, foi feita uma avaliagdo da massa maxima de sangue que poderia
ser absorvida em cada disco de papel. Foi feita a adicdo de massas de sangue de
0,15 a 0,2 g em cada papel e entdo, os mesmos foram deixados em uma capela de
fluxo laminar para secagem (aproximadamente 72 h). Na Figura 70 é possivel
observar o0 sangue absorvido no papel antes de ap6s a secagem.
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Figura 70 - Absorcao de sangue no papel de DBS A) apés a pesagem e B) apds a
secagem do sangue absorvido no papel de DBS.

E importante salientar que, nesta etapa convencionou-se que a massa
maxima de sangue possivel de ser absorvida no papel de DBS seria aquela em que
nao fosse observado sinais de amostra no frasco de polietileno, o qual foi utilizado
para suportar o papel de DBS na balancga durante a pesagem. Assim, observou-se
que cada papel de DBS absorveu cerca de 170 mg de sangue. Com isso, 170 mg de
sangue em cada papel de DBS foi utilizado para subsequentes avaliagbes do
método da MIC.

4.5.4.2 Avaliacdo da massa maxima de sangue a ser digerida no método da MIC

Para avaliagdo do método da MIC, inicialmente, foi feita a avaliacdo da massa
maxima de amostra possivel de ser digerida. As massas de sangue avaliadas foram
de 0,17, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4 e 0,45 g. Nesta avaliacdo, HNO3s 14 mol L™ foi utilizado
como solucdo absorvedora. Conforme mencionado anteriormente, cada papel de
DBS é capaz de absorver cerca de 170 mg de sangue. Assim, quando massas
acima de 0,35 g de sangue foram digeridas, foram utilizados trés papéis de DBS.

Para todas as massas de sangue digeridas no método da MIC (0,17 a 0,45 g),
a pressdao maxima durante a etapa de combustdo nao ultrapassou 35 bar. Isso
representa um valor de pressao inferior a 50% do valor de pressdo maxima permitida
pelo fabricante do forno de micro-ondas. Nessas condi¢des, a pressdao gerada no
interior dos frascos de quartzo esta dentro do limite suportado pelos frascos de
quartzo’®. Na Figura 71 é possivel observar o aspecto da solucdo obtida apds a

gueima de 0,45 g de sangue.
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Figura 71 - Aspecto dos digeridos de sangue obtidos apés MIC. Condicao: 0,45 g
de sangue e 6 mL de HNO; 14 mol L' usado como solucdo
absorvedora.

Apés a digestdo de massas de sangue de até 0,45 g, pode-se perceber que o
método da MIC forneceu digeridos limpidos e sem a presenca de material sélido em
suspensao. Além disso, € importante mencionar que o teor de C nos digeridos
sempre foi inferior a 25 mg L™, indicando que a matriz foi eficientemente digerida. No
entanto, considerando que o sangue possui concentracdes relativamente elevadas
de Na, K e Fe e, de acordo com os estudos de interferéncias feitos no presente
trabalho para a determinacdo de REE por USN-ICP-MS, optou-se por utilizar 0,4 g
de sangue (3 papéis de DBS contendo aproximadamente 133 mg de sangue cada)
para as subsequentes otimizacées do método da MIC.

4.5.4.3 Avaliacao da concentracdao de HNO;

No método da MIC, a solugdo absorvedora desempenha um papel
fundamental, visto que é a responsavel pela absorcdo dos analitos apds a etapa de
combustdo da amostra'®®*. O método da MIC permite o uso de solucdes &cidas
(para a absorcao de metais, que € o caso dos REE) e também solucdes alcalinas ou
até mesmo agua (geralmente utilizada para a retencdo de halogénios). Uma as
principais vantagens da MIC é a possibilidade do uso de solu¢des absorvedoras
diluidas, tanto para os metais, como para os halogénios®¢#2838° Considerando os
aspectos mencionados, no presente trabalho, foi feita a avaliacdo da concentracao
de HNO; para a obsorgdo dos REE apés a combustdo de sangue. E importante
mencionar que para a otimizacao dos parametros operacionais no método da MIC, a
amostra A foi selecionada e, a cada experimento, foi feita a adicdo de uma solucéao
contendo todos os REE (sobre o papel filtro), de modo que no volume final (25 mL) a
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concentragdo dos analitos foi de 250 ng L. Os resultados obtidos podem ser
visualizados na Figura 72.
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Figura 72 - Avaliacao da concentragcdo de HNO3; na determinacdo de REE por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a
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De acordo com os resultados (Figura 72), foram obtidos RSDs muito altos (na
faixa de 20 a 50%) para todos os REE, independentemente das concentracdes de
HNOj3 avaliadas. Além disso, as concordancias variaram de 20% a 67% para Ce e
Lu, respectivamente, utilizando HNO3; 1 mol L. Provavelmente, esses resultados
podem ser explicados pelo fato dos REE estarem formando O6xidos ternarios e
complexos na base do suporte apés a etapa de combustdo. E sabido que os REE
formam cations, geralmente trivalentes, que sdo volumosos e estaveis. Dessa forma,
esses elementos nas formas ionizadas podem ocupar uma ou mais posi¢cdes dos
cations nos 6xidos ternarios (ABOs, onde A=REE e B=metal). As perovsquitas (grupo
de cristais que apresenta a formula quimica (ABOs), como o GdFeOs, por exemplo)
podem ser altamente estaveis pelo fato dos octaedros de FeOj; estarem ligados
pelos vértices em torno do fon Gd*® '°'.

Dessa forma, nao foram obtidas concordancias adequadas para os REE no
método da MIC nestas condi¢bes, possivelmentes pelos REE estarem formando
espécies estaveis, como as perovsquitas. Cabe salientar que o sangue contém
elevada concentracdo de Fe, podendo facilitar a formacdo desses compostos. A
formacao de complexos € menos provavel, pois foi utilizado apenas HNO3 para a
retencdo dos analitos (compostos soluveis), sem a presenca de qualquer ligante

organico.

4.5.4.4 Avaliacado do uso de HCI

Dentre os oxidantes comumente utilizados para o preparo de amostras
organicas, o HNO3; é um dos mais utilizados. No entanto, alguns analitos formam
compostos refratarios apés a combustdo e podem ficar adsorvidos na base do
suporte ou nas paredes dos frascos de quartzo (como o Cr e Sn, por exemplo).
Dessa forma, esses analitos podem ndo ser absorvidos de maneira quantitativa
utilizando apenas HNO3; como solugdo absorvedora®*®°. Assim, o HCI pode ser uma
alternativa para ajudar na retencao destes elementos em solucdo ap6s a combustao.
Um dos principais mecanismos de acao do HCI é a formacao de compostos volateis
na forma de cloretos apds o processo de combustdo e durante a etapa de refluxo,
evitando assim a formacdo dos compostos refratarios'>.

Como as recuperacoes obtidas para os REE usando apenas HNO3; nao foram
concordantes com os valores de referéncia, optou-se por avaliar o uso do HCl para a
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retencdo dos REE apds a digestdo do sangue. Para isso, foram usadas solucdes
absorvedoras contendo HNO3; + HCI nas proporgcdes de 1+3, 1+2 e 3+1 (hum volume

total de 6 mL). Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 73.
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Figura 73 - Avaliacdo da presenca de HCI na determinagcdo de REE por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa a
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Conforme pode ser observado na Figura 73, com a presenca de HCI,
independentemente da propor¢do de HNO; utilizada, os RSDs das medidas
melhoraram significativamente (inferiores a 8%, exceto para Pr que foi de 14% na
proporcao de HNO3; + HCI na proporcado de 1+2, respectivamente). Por outro lado,
pode-se observar que a condicdo utilizando HNO3; + HCI na proporcdo de 3+1,
respectivamente, continuou nao favorecendo a completa absorcdo dos REE na
solucdo. Usando esta proporcdo, as concordancias foram inferiores a 40% para
todos os analitos. Contrariamente, com o aumento da proporcdo de HCI em relacao
ao HNOs (condigcdo HNO3 + HCI na proporgcéao de 1+2, respectivamente), percebe-se
que as concordancias em aumentaram de maneira significativa. Nesta condicao, as
concordancias variaram de 84,5% (Y) a 95% (Er e Dy). No entanto, quando a
proporcao de HNO; + HCI de 1+3 (agua régia) foi usada, as concordancias variaram
de 91,5% (Ce) a 106% (Yb).

Considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que a presenca de HCI
na solucdo absorvedora para absorcdao dos REE tém papel importante, visto a
melhora dos resultados obtidos quando comparados com aqueles em que foi
utilizado apenas HNO;. Possivelmente, esses resultados sejam explicados pela
capacidade dos REE formarem compostos volateis (cloretos) na presenca de HCI,
evitando a formacdo das perovsquitas. Assim, os REE sdo removidos da base do
suporte ou das paredes dos frascos e retidos de forma quantitativa na solucéao
absorvedora. Dessa forma a proporcao de HNO3; + HCI de 1+3 foi a escolhida para a
absorcao quantitativa dos REE apds a digestdo de sangue pelo método da MIC.

4.5.4.5 Avaliacdo da concentracdo de agua régia

Foi demonstrado que é necessario 0 uso de HCI para absorcao quantitativa
dos REE apés a digestdo de sangue utilizando o método da MIC. Dentre as
condicoes avaliadas, a propor¢cao de HNO3; + HCI de 1+3 (agua régia) foi a mais
adequada para a retencdo dos REE. No entanto, todas as avaliacbes das
proporcoes foram feitas utilizando HCI e HNO3; na forma concentrada (12 e 14
mol L7, respectivamente). Com isso, experimentos adicionais foram feitos para

verificar se poderia ser utilizada agua régia diluida para a absor¢cao quantitativa dos
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REE. Assim, foram avaliadas concentracbes de agua régia de 25 e 50%. Os
resultados obtidos para esta avaliacdo podem ser visualizados na Figura 74.
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Figura 74 - Avaliacdo da concentracao de agua régia na determinacao de REE por USN-ICP-MS (n=5). A linha continua representa
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De acordo com os resultados obtidos, pode-se verificar que, com a diminuicao
da concentracdo de 4agua régia (25 e 50%) houve uma diminuicdo nas
concordancias para os REE. Nesse sentido, concordéancias inferiores a 80% foram
obtidas em comparacdao com os valores de referéncia para todos os analitos. Desta
forma, optou-se por manter a concentragdo de agua régia em 100% de modo a
garantir a completa absor¢dao dos REE em solucao.

4.5.4.6 Determinacao de REE em sangue apés MIC

Apés definir as melhores condigcdes no método da MIC (0,4 g de sangue e 6
mL de agua régia concentrada) para a digestdo de sangue e recuperagao
quantitativa, foi feita a determinacédo dos REE nas amostras de sangue avaliadas no
presente trabalho. Os resultados podem ser observados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Determinacdo de REE em sangue apos a MIC. Os valores representam
a média + desvio padrdo (ng g'), n = 5. Determinacdes feitas por USN-
ICP-MS.Condicdes: 0,4 g de sangue e 6 mL de agua régia concentrada.

Concentracéo, ng g™

Flemento Ir\g?;(r)gr?cigp Sangue A Sangue B SangueC Sangue D SangueE
Ce <125 <93 <129 <93 <83 <93
Dy <75 <4,0 <5,6 <4,0 < 3,6 <4,0
Er <6,3 <33 <47 <33 <3,0 <33
Eu <69 < 3,1 <43 < 3,1 <2,7 < 3,1
Gd <125 <70 <97 <70 <6,2 <70
Ho <33 <21 <28 <21 <18 <21
La <252 < 10,5 <145 < 10,5 <93 < 10,5
Lu <65 <28 <38 <28 <24 <28
Nd < 18,8 <56 <78 <5,6 <5,0 <5,6
Pr < 16,3 <52 <772 <52 <46 <52
Sm <174 <55 <76 <55 <48 <55
Tb <6,3 <3,6 <5,0 <3,6 <32 <3,6
Tm <7,0 <22 < 3,1 <272 <20 <272
Y <25 <91 <12,6 < 9,1 < 8,1 < 9,1
Yb <75 <41 <57 <41 <3,6 <41

Embora Ce, La e Nd na amostra C e Ce e La na amostra E estivessem acima

do LOQ pelo método da MAWD-SRC, todos elementos ficaram abaixo do LOQ em
todas as amostras ap6s a aplicacdo do método da MIC (Tabela 17). Cabe destacar

que os LOQs obtidos pelo método da MIC foram superiores aos obtidos pela CWD-

CS e pela MAWD-SRC. Esse resultado foi vinculado ao uso do suporte de quartzo e

pelo uso de reagentes concentrados.

4.6 DETERMINACAO DE REE EM FIGADOS APOS MAWD-SRC

Neste trabalho, foram utilizadas amostras de sangue humano, bovino e suino.

Essa amostras foram adquiridas dos mesmos animais que forneceram as amostras

de sangue (amostras F e G). Ainda, foi adquirida uma amostra de figado bovino

(amostra H) para os estudos de interferéncias oriundos da matriz mostrados no

presente trabalho (itens 4.3.6.3 e 4.4.3.2, Resultados e Discussées). Dessa forma,
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foi feita a determinagdo dos REE nestas amostras apés a MAWD-SRC. O
procedimento de digestdo esta descrito no item 3.4.3 (Materiais e Métodos). Na
tabela 18 esta mostrado os resultados obtidos ap6s a digestdo das amostras e a
posterior determinagéo dos REE por USN-ICP-MS.

Tabela 18 - Determinacdo de REE em figado bovino e suino apés MAWD-SRC. Os
valores representam a média * desvio padrio (ng g'), n = 5.
Determinagées feitas por USN-ICP-MS.

Concentracgio, ng g™

Elemento
Figado F Figado G Figado H

Ce 26,0 +0,6 27,1+16 49,6 +2,8
Dy <15 <15 <15

Er <13 <13 <13

Eu <14 <14 <14

Gd <25 <25 <25

Ho <6,3 <6,3 <6,3

La <25 25,6 +0,5 32,8+1,3
Lu <13 <13 <13

Nd <12 14,7 £0,9 15,1+04
Pr <19 <19 <19

Sm <20 <20 <20

Tb <12 <12 <12

Tm <1,3 <1,3 <13

Y <10,0 <10,0 <10,0
Yb <3,0 <3,0 <3,0

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 18, pode-se observar
que Ce, La e Nd foram Unicos elementos presentes nas amostras com
concentracdes supeiores ao LOQ do método. De maneira geral, a concentracao
variou de 14,7 +0,9 ng g para Nd (amostra G) a 49,6 + 2,8 ng g ' para Ce (amostra
H). Além disso, pode-se observar que as concentracdes de Ce foram superiores as
concentracdes de La que, por sua vez, foram superiores as de Nd para todas as
amostras. E importante enfatizar que os LOQs para o figado foram superiores aos
LOQs obtidos para sangue utilizando o método da MAWD-SRC, visto que a
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concentracdo de Na e K nas amostras de figado sdo superiores, acarretando na
necessidade de diluicdo das amostras previamente a determinacéo dos analitos.
Curiosamente, observou-se que para as amostras F e G (figados bovino e
suino, respectivamente), apresentaram concentragdes de Ce, La e Nd superiores ao
LOQ do método quando comparadas as amostras de sangue D e E (sangue bonino
e suino, respectivamente). E importante mencionar que o sangue D e o figado F sdo
provenientes do mesmo animal (bovino), enquanto que, o sangue E e o figado G,
também, sdo provenientes do mesmo animal (suino). Esses resultados podem
indicar que, ao longo do tempo, os REE podem se depositar no figado desses
animais levando ao aumento de suas concentragdes. E importante destacar que
esses resultados apenas levam a um indicativo e estudos especificos sao
necessarios para comprovar essa hipotese. No entanto, é sabido que o figado é
responsavel por inumeras fun¢gdes no organismo, dentre elas, o metabolismo de
macronutrientes, regulagcdo do volume sanguineo, controle endécrino das vias de
sinalizacdo de crescimento, homeostase e oxidacdo de lipideos e colesterol'*'3°,
Com isso, considerando essa variedade de funcdes, o figado pode acumular os
elementos que, por sua vez, ndo sdo facilmente eliminados'®. Assim,

possivelmente, além de outros metais o figado possa, também acumular os REE.

4.7 LIMITES DE QUANTIFICAGAO

Com a utilizacao da técnica de USN-ICP-MS para a determinacao dos REE,
foram obtidos LOQs relativamente baixos (ng g') para os métodos de preparo de
amostras avaliados. Os LOQs obtidos, expressos em ng g, foram calculados a
partir do desvio padrao de 10 leituras do branco, levando em consideragdo a maxima
massa de amostra utilizada e o volume final de afericdo para cada método proposto.

E importante mencionar que, devido ao fato das amostras apresentarem
concentragdes de K e Na diferentes entre si, foram utilizadas massas de amostra
distintas em cada método de preparo de amostra avaliado. Assim, os LOQs obtidos
sao diferentes para cada amostra, visto que a massa da amostra foi levada em
consideracao no célculo. Os LOQs para cada amostra e em cada método de preparo
proposto no presente estudo estdo apresentados nas Tabelas 19, 20 e 21.
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Tabela 19 - Limites de quantificacdo obtidos por USN-ICP-MS apés CWD-CS e
comparacao com os valores obtidos pelo método de referéncia
(MAWD).

Limites de quantificacéo, ng g

Elemento A
Metodo de Sangue A Sangue B Sangue C Sangue D Sangue E

referéncia’
Ce 12,5 9,0 10,3 9,0 6,3 9,0
Dy 7.5 5,0 6,4 5,0 3,7 5,0
Er 6,3 4,2 5,2 4.2 3,2 4,2
Eu 6,9 4.5 5,5 45 3,4 4,5
Gd 12,5 8,3 10,1 8,3 6,3 8,3
Ho 3,3 2,1 2,8 2,1 1,6 2,1
La 25,2 16,6 10,4 16,6 6,3 16,6
Lu 6,5 4,3 52 4,3 3,3 4,3
Nd 18,8 12,5 8,6 12,5 5,0 12,5
Pr 16,3 10,8 7,6 10,8 4.8 10,8
Sm 17,4 12,5 8,3 12,5 5,2 12,5
Tb 6,3 4,3 5,0 4,3 3,2 4,3
Tm 7,0 2,0 2,4 2,0 1,6 2,0
Y 25 16,6 10,3 16,6 6,3 16,6

Yb 7,5 5,0 6,8 5,0 3,8 5,0
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Tabela 20 - Limites de quantificacao obtidos por USN-ICP-MS apés MAWD-SRC e
comparacao com o0s valores obtidos pelo método de referéncia

(MAWD).
Limites de quanificacio, ng g
Flemento :\g?g:g :ci:*e Sangue A Sangue B Sangue C Sangue D SangueE
Ce 12,5 6,3 8,6 6,3 5,6 6,3
Dy 7,5 3,7 5,1 3,7 3,3 3,7
Er 6,3 3,1 4,3 3,1 2,8 3,1
Eu 6,9 3,4 4,8 3,4 3,0 3,4
Gd 12,5 6,3 8,6 6,3 5,5 6,3
Ho 3,3 1,6 2,5 1,6 1,4 1,6
La 25,2 6,3 8,6 6,3 5,6 6,3
Lu 6,5 3,3 4,5 3,3 2,9 3,3
Nd 18,8 5,0 6,8 5,0 4,4 5,0
Pr 16,3 4.8 6,5 4,8 4,2 4.8
Sm 17,4 5,0 6,9 5,0 4,3 5,0
Tb 6,3 3,2 4,3 3,2 2,8 3,2
Tm 7,0 1,6 2,2 1,6 1,5 1,6
Y 25 6,3 8,6 6,3 5,6 6,3
Yb 7,5 3,8 5,1 3,8 3,3 3,8
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Tabela 21 - Limites de quantificagdo obtidos por USN-ICP-MS apés MIC e
comparacao com os valores obtidos pelo método de referéncia
(MAWD).

Limites de quantificacdo, ng g™

Elemento  Método de

referéncia’ Sangue A Sangue B Sangue C Sangue D SangueE

Ce 12,5 <93 <129 <93 <83 <93
Dy 7,5 <40 <56 <40 <3,6 <40
Er 6,3 <33 <47 <33 <30 <33
Eu 6,9 < 3,1 <43 < 3,1 <27 < 3,1
Gd 12,5 <70 <97 <70 <6,2 <70
Ho 3,3 <21 <28 <21 <18 <21
La 25,2 < 10,5 < 14,5 < 10,5 <9,3 <10,5
Lu 6,5 <28 <38 <28 <24 <28
Nd 18,8 <5,6 <78 <5,6 <5,0 <5,6
Pr 16,3 <52 <72 <52 <46 <52
Sm 17,4 <55 <76 <55 <4,8 <55
Tb 6,3 <3,6 <5,0 < 3,6 <3,2 <3,6
Tm 7,0 <22 < 3,1 <22 <20 <272
Y 25 <91 <12,6 < 9,1 < 8,1 <91
Yb 7,5 <41 <57 <41 <3,6 <41

De uma forma geral, os LOQs obtidos pelos métodos de preparo de amostras
foram inferiores aos obtidos pelo método de referéncia. Isso pode ser explicado, pela
diferenca entre as massas de amostra utilizadas em cada método de preparo de
amostra. Cabe destacar que a MIC apresentou LOQs maiores dentre os demais
métodos avaliados, seguida pela CWD-CS e pela MAWD-SRC. O método da
MAWD-SRC foi o que apresentou os menores LOQs devido ao uso, principalmente
de solugdes diluidas (HNOs 1 mol L"). Em relagdo as amostras B e D, estas
apresentaram valores de LOQ para cada analito diferentes das amostras A, C e E,
visto que foram utilizadas massas de sangue menores, em todos os métodos de
preparo de amostras investigados (0,4 g para as amostras A, C e E, 0,29 g para a
amostra B e 0,45 g para amosra D).

De maneira geral, é importante salientar que o objetivo do presente estudo
nao foi a avaliagdo da maxima massa de amostra a ser digerida e obtencdo de
menores LOQs possiveis, como ocorre para a maioria dos métodos de preparo de
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amostras desenvolvidos. Neste caso, o principal objetivo foi o contorno de
interferéncias intrinsicas da matriz para a determinacao exata dos REE pela técnica

em questao.
4.8 COMPARACAO DOS METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Neste trabalho, foram avaliados quatro métodos de preparo de amostras para
a digestdo de sangue objetivando a posterior determinacao de REE por USN-ICP-
MS. Durante o decorrer da avaliagao, foi observado que o método da CWD-OS néao
foi considerado adequado, visto que nao foi possivel obter uma digestao eficiente do
sangue. Na Tabela 22 pode ser observada uma comparagdo geral de alguns
parametros operacionais obtidos apds a otimizagdo dos métodos de preparo de

amostras investigados.
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Tabela 22 — Comparacao dos métodos de preparo de amostras investigados para a posterior determinacdo de REE em sangue

por USN-ICP-MS.

Métodos de preparo de amostras investigados

Parametro
CWD-CS MAWD-SRC MIC
Massa de amostra digerida, g 0,4 0,4 0,4
Solugdo utilizada 5mLde HNOs;3 mol L' +1mL 6 mLHNO;z 1 mol L™ 6 mL de &agua régia
de H,O, 30% concentrada
Teor de carbono em solugéo, mg L 1000 mg L™ 250 <25
Tempo de digestao, min 4 h e 20 min 2 h e 20 min 40
Frequéncia analitica, 6 h* 14 amostras 5 amostras 8 amostras

*Considerando o tempo total de preparo e a etapa de descontaminacao.
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De acordo com os estudos desenvolvidos no presente estudo, € importante
ressaltar que as condi¢cdes otimizadas em cada método de preparo de amostra
investigado sdo dependentes da massa maxima de sangue que foi possivel digerir
(0,4 g para as amostras A, C e E, 0,29 g para a amostra B e 0,45 g para amostra D)
para minimizar interferéncias de K e Na durante a determinagcédo dos REE por USN-
ICP-MS. Apés a otimizacdo das condi¢des experimentais, o método da CWD-CS
mostrou-se ser o mais simples, embora seja 0 mais moroso, devido ao fato do
resfriamento ser feito de maneira lenta. No método da CWD-CS foi feita a digestao
de 0,4 g de sangue usando 5 mL de HNO33 mol L + 1 mL de H20, 30%. Os teores
de C nos digeridos foram de aproximadamente 1000 mg L' e ndo causaram
interferéncias durante a determinacao dos REE por USN-ICP-MS. Adicionalmente,
foram obtidas recuperacoes maiores do que 90% para todos os analitos apds a
digestdo por CWD-CS.

No método da MAWD-SRC foram digeridos 0,4 g de sangue com 6 mL de
HNOs; 1 mol L™, 270 °C e 15 min. A concentragdo de carbono em solugdo nos
digeridos obtidos pela MAWD-SRC foi de, aproximadamente 250 mg L. Cabe
destacar a possibilidade do uso de solu¢des diluidas no método da MAWD-SRC, o
que minimiza possiveis interferéncias durante a determinacdo dos REE por USN-
ICP-MS. Adicionalmente, menores LOQs podem ser obtidos com o uso de solucdes
diluidas. No entanto, dentre os métodos avaliados, este é o que possui a menor
frequéncia analitica.

A MIC, por sua vez, permite a obtencédo de digeridos com baixo teor de C (<
25 mg L. Ainda, dentre as principais vantagens da MIC, destaca-se o menor tempo
de preparo quando comparada aos demais métodos (aproximadamente 40 min). No
entanto, foi necessario o uso de agua régia para a absorcdao quantitativa dos
analitos, o0 que por sua vez, pode acarretar no aumento dos LOQs. Ainda, o método
da MIC pode ser considerado o mais custoso dentre os métodos avaliados, o que

dificulta seu uso em grande parte dos laboratérios.

5 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram investigados cinco métodos analiticos para a
determinacdo de REE em sangue. Destes, um foi baseado na amostragem direta de
amostras (ETV-ICP-MS), enquanto que os demais foram feitos usando a técnica de
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USN-ICP-MS, com uma etapa prévia de preparo de amostra (CWD-OS, CWD-CS,
MAWD-SRC e MIC). Durante o desenvolvimento destes métodos, buscou-se
simplicidade, rapidez, uso reduzido de reagentes e, quando possivel, optou-se pelo
uso de solucdes diluidas. Ainda, nestas avaliagbes buscou-se, principalmente, a
obtencdo de solugdes compativeis com a técnica analitica utilizada para a
determinacdo dos REE em amostras de sangue.

O método empregando ETV-ICP-MS néo foi considerado adequado para a
determinacdo de REE em sangue, visto que foram observadas interferéncias
durante a determinacdo dos analitos. Essas interferéncias foram associadas a
instabilidade do plasma, possivelmente devido a presenca de elementos

concomitantes presentes na matriz (Fe, K e Na).

Devido aos problemas na amostragem direta de amostras, optou-se pelo
desenvolvimento de métodos de preparo de amostras para a posterior determinacao
de REE em sangue por USN-ICP-MS. No entanto, previamente a etapa de medida,
foram feitos estudos de interferéncias devidos aos elementos majoritarios presentes
em altas concentracdes na matriz, como o caso de Fe, K e Na, além de C. Os
experimentos foram feitos com solucdo de referéncia contendo os REE em
concentragdes de 250 ng L. A partir dos resultados obtidos, foi observado que K e
Na sao elementos que causaram supressao de sinal dos REE quando presentes em
concentragdes relativamente baixas (a partir de 50 mg L™).

No estudo do efeito do C na determinacado dos REE por USN-ICP-MS, foi
possivel observar aumento da intensidade de sinal para todos os REE utilizando C
oriundo do &cido citrico e frutose (a partir de 150 e 100 mg L™, respectivamente).
Possivelmente, estes resultados possam ser explicados devido ao efeito de
transporte causado pelo C (vapor seco apods dessolvatacdo pelo USN). Por outro
lado, néo foi observado aumento da intensidade de sinal para os REE nas solucdes
contendo até 3000 mg L™ de C oriundo dos digeridos de figado bovino.

O efeito da concentracdo de HNO3;, HCI e agua régia na determinacao de
REE por USN-ICP-MS também for avaliado. Foi observado que o HNOj3 é o principal
acido causador de interferéncias durante a determinacao de REE por USN-ICP-MS.
Neste caso, supressdes de sinais para concentracdes de HNO3 a partir de 15% (v/v)
foram observadas. Por outro lado, efeitos de supressado causadas pela agua régia

em concentragdes superiores a 25%, foram observados enquanto que, ndo foi
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observado efeito de interferéncias usando o HCI, independente da concentracédo
investigada (5 a 30%).

Adicionalmente, foi feito um planejamento fatorial variando as concentracoes
de Fe, K e Na para verificar se, o somatério das concentragcées desses elementos
causaria efeito de supressédo de sinal durante a determinagdo dos REE por USN-
ICP-MS. Assim, foi observado que 50 mg L™ é o limite maximo da concentragdo de K
e Na para n&o causar os efeitos de supressdo dos REE. Ainda, outro planejamento
fatorial foi feito com K, Na e C (a partir do acido citrico) para verificar qual efeito era
predominante, visto que K e Na causaram efeitos de supressao e C efeito de
aumento de sinal para os analitos. Para alguns analitos, como Ce, Gd e Pr, os
resultados indicam que, o efeito da concentragdo dos de K e Na acaba prevalecendo
sobre o efeito da concentracdo de C. No entanto, estd € uma concluséao geral, e
indica que cada amostra deve ser analisada com cautela, visto que estes elementos
podem estar presentes em diversos niveis de concentracoes.

Estudos adicionais de interferéncias, também, foram feitos usando a
nebulizacdo concéntrica e camara de nebulizacdo ciclénica. Observou-se que a
técnica de ICP-MS com nebulizagdo concéntrica é menos susceptivel as
interferéncias, sendo que os efeitos de supressao dos REE na presenca de K e Na
foram observados apenas a partir de 250 mg L. Por outro lado, néo foi observado
aumento na intensidade de sinal dos analitos para concentracées de C (a partir do
acido citrico e digeridos de figado bovino) de até 3000 g L. No entanto, embora o
USN aumente a possibilidade de interferéncias, € importante mencionar que a
determinacdo de REE usando USN é importante, pois este minimiza a formacéo de
oxidos.

De acordo com os estudos de interferéncia na determinagdo dos REE por
USN-ICP-MS, estipulou-se que a massa maxima de amostra a ser utilizada nos
métodos de preparo de amostras investigados seria de 0,4 g para as amostras A, C
e E, 0,29 g para a amostra B e 0,45 g para a amostra D. Esse critério foi adotado
para evitar interferéncias na determinacao dos analitos pela técnica de USN-ICP-MS
devido a presenca de elevadas concentracdes de Na e K nas amostras.

Em relacdo aos métodos de preparo de amostras, na CWD-OS foi observado
que este método nao foi adequado para a digestdo de sangue, visto que néao foi
obtida uma digestdo completa da matriz (presenca de gordura sobrenadante e com
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elevado teor de C (> 1000 mg L) mesmo usando HNO3z 14 mol L. O método da
CWD-CS apresentou bom desempenho para a digestdo de sangue usando 0,4 g de
amostra, 5 mL de HNO3; 3 mol L + 1 mL de H2O, 30% e 60 min a 200 °C. Além
disso, os digeridos foram compativeis a técnica de USN-ICP-MS. Ainda, foram
obtidas concordancias superiores a 90% para os REE nos experimentos avaliacao
da exatiddo do método.

O método da MAWD-SRC apresentou bom desempenho para a digestao de
sangue usando 0,4 g de amostra, 6 mL de HNO3 1 mol L™ e 15 min a 270 °C. Os
digeridos foram compativeis a técnica de USN-ICP-MS. Ainda, foram obtidas
concordancias superiores a 90% para os REE nos experimentos de avaliacdo da
exatiddo do método. O método da MIC, por sua vez, também foi considerado
adequado para a digestdo de sangue fornecendo digeridos com baixo teor de
carbono em solugdo. Verificou-se que cada papel de DBS absorveu 0,17 g de
sangue e 6 mL de agua régia concentrada foi utilizada para absor¢cao quantitativa
dos analitos.

Por fim, levando em consideracao todos os estudos feitos, pode-se verificar
que para a determinacao de REE em sangue, a melhor alternativa € o uso de um
método de preparo de amostra adequado previamente a determinacdo dos REE por
USN-ICP-MS. No entanto, é preciso ter cautela quanto a massa maxima de sangue
a ser digerida devido as interferéncias causadas pelo K, Na e C em solucao. Ainda,
a escolha de um ou outro método de preparo de amostras ira depender da
instrumentacao disponivel em cada laboratério, custos, frequéncia analitica e tempo

total do procedimento.
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