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RESUMO

AVALIAQAQ DE METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A
DETERMINACAO DE ELEMENTOS TERRAS-RARAS EM INSETOS
COMESTIVEIS POR USN-ICP-MS

AUTOR: Jodo Lucas Kipper Rocha
ORIENTADOR: Prof. Dr. Erico M. M. Flores

Neste trabalho foram avaliados trés métodos de preparo de amostras para a posterior determinacédo de
elementos terras-raras (REE) em insetos comestiveis empregando a técnica de espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Para contornar possiveis interferéncias na etapa de
determinacdo dos REE, um nebulizador ultrassénico foi acoplado ao equipamento de ICP-MS. Os
métodos avaliados, todos empregando solucdes de acidos diluidos com exce¢do da combustéo iniciada
por micro-ondas (MIC), foram: i) decomposicdo por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas
(MAWD), ii) decomposic¢do por via imida assistida por radiacdo micro-ondas e ultravioleta (MAWD-
UV) e iii) MIC. Na MAWD, 500 mg de amostra foram decompostos com um tempo de aquecimento de
60 min e solugio de decomposicdo com HNOs 5 mol L™+ 1 mL de HCI 12 mol L. Na MAWD-UV,
500 mg de amostras foram decompostos com um tempo de aquecimento de 60 min empregando uma
solucdo de decomposigdo com HNOs 3 mol L™ + 1 mL de HCI 12 mol L™. Na MIC, até 500 mg de
amostra foram decompostos em 35 min, usando agua régia como solucdo absorvedora. Foram utilizadas
trés amostras de insetos comestiveis, provenientes da China, Brasil e Tailandia. Para a obtencdo de
valores de referéncia, as amostras de grilos foram decompostas empregando os seguintes métodos: i)
MAWD com HNO3 14,4 mol L™ e ii) decomposicdo por via imida com aquecimento convencional em
sistema aberto (CWD-0S). Porém, devido aos altos limites de quantificacdo (LOQs) obtidos para a
CWD-0S, a MAWD com HNO; 14,4 mol L™ foi escolhida como método de referéncia, possibilitando
a comparacdo de um maior nimero de analitos para todas as amostras. Foi utilizado um material de
referéncia certificado de tecido de mexilhdo (CRM BCR-668) para avaliacdo da exatiddo dos métodos
propostos. Os resultados obtidos para 0 CRM, utilizando os trés métodos propostos, ndo apresentaram
diferenca significativa com o valor certificado (p > 0,05). Os resultados obtidos ap6s a determinagédo
dos REE néo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre os trés métodos propostos e 0 método
de referéncia. Durante a avaliacdo dos métodos foi observado que somente com a presenca de HCI na
solucdo de decomposicdo/absorvedora foi possivel a retencdo quantitativa dos REE nos digeridos,
possivelmente pela presenca de espécies pouco soliveis destes elementos, o que dificulta a solubilizagdo
completa quando somente HNOs diluido € utilizado. A MAWD e a MAWD-UV permitiram o uso de
solucdes diluidas e menores LOQs, enquanto com MIC foi possivel a decomposi¢do com menor tempo
de preparo e menores teores de carbono em solugdo (< 18 mg L™). Os limites de quantificagdo (LOQs)
obtidos para os métodos avaliados foram relativamente baixos: entre 0,12 ng g™ (Eu) e 22 ng g* (La)
para a MAWD, entre 0,15 ng g™ (Eu) e 37 ng g* (Ce) para MAWD-UV e entre 1,6 ng g* (Eu) e 69 ng
g (Ce) para a MIC. Por fim, os trés métodos mostraram-se adequados para a decomposicdo de até 500
mg de amostras de grilos, possibilitando a determinagdo de REE por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado com nebulizador ultrassdnico (USN-ICP-MS).

Palavras-chave: Determinacdo de elementos terras-raras. Preparo de amostras. Analise de insetos
comestiveis. USN-ICP-MS.



ABSTRACT

EVALUATION OF SAMPLE PREPARATION METHODS FOR THE
DETERMINATION OF RARE EARTH ELEMENTS IN EDIBLE INSECTS BY USN-
ICP-MS

AUTHOR: Jodo Lucas Kipper Rocha
ADVISOR: Prof. Dr. Erico M. M. Flores

In this work, three sample preparation methods were evaluated for the subsequent
determination of rare earth elements (REE) in insects using inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). To avoid possible interferences in the REE determination step, an
ultrasonic nebulizer (USN) was coupled to the ICP-MS equipment. The methods evaluated
were: i) microwave-assisted wet digestion (MAWND) with diluted acids, ii) microwave-assisted
ultraviolet digestion (MAWD-UV) and iii) microwave-induced combustion (MIC). In MAWD,
up to 500 mg of sample were decomposed with a heating time of 60 min and using 5 mol L™ of
HNO; + 1 mL of 12 mol L* of HCI. For MAWD-UV, up to 500 mg of sample mass were
decomposed with a heating time of 60 min using a solution of 3 mol L™ of HNO3 + 1 mL of 12
mol Lt of HCI. For MIC method, up to 500 mg of sample were digested with a heating program
of 35 min and using aqua regia as absorbing solution. Three samples of edible crickets from
China, Brazil and Thailand were used. To obtain reference values, the cricket samples were
digested using the following methods: i) MAWD with 14.4 mol L™* HNOj3 and ii) conventional
wet digestion in open system (CWD-OS). However, due to the relatively high limits of
quantification (LOQs) obtained for CWD-0S, MAWD with 14.4 mol L HNO; was chosen as
the reference method, allowing the comparison of a higher number of analytes for all samples.
To evaluate the accuracy of the proposed methods, a certified reference material of mussel
tissue (CRM BCR-668) was used. The results obtained for CRM, using the three proposed
methods, showed no significant difference with the certified value (p > 0.05). The results
obtained after the determination of the REE did not show significant difference (p > 0.05)
between the three proposed methods and the reference method. During the evaluation of the
methods, it was observed that only using HCI in the decomposition/absorbing solution it was
possible to quantitatively retain the REE in solution, possibly due to the presence of insoluble
species of these elements, which makes complete solubilization difficult when diluted HNO3 is
used. MAWD and MAWD-UV allowed the use of diluted solutions and lower LOQs, while
with MIC it was possible to decompose with shorter preparation time and lower carbon contents
in solution (< 18.3 mg L™). The limits of quantification (LOQs) obtained for the evaluated
methods were relatively low: between 0.12 ng g* (Eu) and 21.8 ng g* (La) for MAWD, between
0.15ng g* (Eu) and 37.3 ng g* (Ce) for MAWD-UV and between 1.58 ng g* (Eu) and 69.4 ng
g (Ce) for MIC. Finally, all three methods were suitable for the decomposition of up to 500
mg of cricket samples, enabling the determination of REE by USN-ICP-MS.

Keywords: Rare earth elements determination. Sample preparation. Analysis of edible insects.
USN-ICP-MS.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial representa um grande desafio relacionado a
producdo de alimentos, com o aumento progressivo da demanda por alimentos de origem
animal e vegetal, resultando em maiores emissdes de gases causadores do efeito estufa, além
da demanda crescente de recursos hidricos e terrestres 1>, Com isso, os insetos comestiveis
surgem como uma alternativa nutricional promissora para a dieta de humanos e animais. Em
geral, além de ser uma fonte de alimento que se equipara as fontes convencionais de proteina,
0s insetos também sdo ricos em aminodcidos essenciais, lipidios, minerais e vitaminas. O
consumo de insetos também pode reduzir o impacto ambiental no planeta, uma vez que
necessitam de menos recursos hidricos e terrestres, menor espago, e sua producdo tem a
capacidade de gerar menores emissdes de gases de efeito estufa >°.

Assim, torna-se necessario assegurar que 0S insetos possam ser consumidos com
seguranca, sendo de extrema importancia o controle de qualidade, incluindo a determinacéo de
contaminantes emergentes, como elementos terras-raras (REE): Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho, La,
Lu, Nd, Pr, Sm, Th, Tm, Y e Yb ’. Nos tltimos anos, a crescente utilizacdo dos REE em diversas
areas tem aumentado sua liberacdo no meio ambiente por meio da mineracdo e de residuos
industriais e eletronicos, contribuindo, assim, para um aumento destes elementos nos
ecossistemas, levando a bioacumulagdo em seres vivos 8°. Nesse sentido, os insetos, em geral,
também podem ser utilizados como biomonitores de REE nos mais diversos ecossistemas %1,

Diante dessas necessidades, torna-se importante o desenvolvimento de métodos
analiticos confidveis para a determinacdo de REE em insetos, que pode ser um grande desafio
devido as baixas concentracdes em que estes elementos se encontram neste tipo de amostra. A
determinacdo dos REE exige técnicas multielementares e de elevada sensibilidade, sendo mais
comumente empregadas as técnicas de andlise por ativagdo neutronica (NAA) 1213
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) ** e
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) 16, A NAA, apesar
de ser uma boa alternativa, apresenta limitacdes como custo relativamente elevado, limites de
quantificacdo (LOQs) maiores quando comparados com os obtidos por ICP-MS, longo tempo
de analise e necessidade de um reator nuclear *’. Dentre as técnicas baseadas em plasma, a ICP-
MS, por permitir a obtengdo de menores LOQs, é comumente mais empregada que a ICP-OES
para a determinagdo de REE 8. Todavia, os REE sdo susceptiveis as interferéncias de ions
poliatdmicos durante a determinagéo por ICP-MS, que podem ser minimizadas pela utilizacéo

de um nebulizador com sistema de solvatacdo (ex., Aridus, Apex e ultrassonicos). Outros



17

problemas relacionados ao uso da técnica de ICP-MS para a determinacéo de REE s&o os efeitos
da concentracédo do &cido utilizado na etapa prévia de preparo de amostras e do carbono presente
em solugdo quando a decomposicdo da amostra é incompleta %22, Assim, devem ser
desenvolvidos métodos de preparo de amostras com elevada eficiéncia de decomposicao, que
permitam a utilizacdo de &cidos diluidos e, também, atendam as principais premissas buscadas
no desenvolvimento de métodos analiticos, como elevada frequéncia analitica e decomposicao
de massas elevadas de amostrada 23. Além disso, as amostras de insetos podem ser consideradas
de dificil decomposicdo, pois apresentam uma matriz com altos teores de fibras na forma de
quitina (entre 2 e 16%, dependendo da espécie). A quitina é um composto resistente e insoltvel
na maioria dos solventes e possui uma estrutura compacta e cristalina, com fortes ligacdes de
hidrogénio, exigindo métodos que apresentem alta eficiéncia de decomposi¢cdo para uma
completa digestdo desse tipo de amostra 242°,

Existem poucos métodos descritos na literatura para a decomposicdo de insetos e a
posterior determinacdo de REE. Entre estes métodos, podem ser citados a decomposicao por
via Umida assistida por micro-ondas (MAWD) 102627 ¢ a decomposi¢do por via Gmida com
aquecimento convencional em sistema aberto (CWD-0S) 2820, Apesar de serem muito
utilizados para a decomposicéo de diversas matrizes, estes metodos geralmente requerem o uso
de &cidos concentrados o que, por sua vez, podem resultar em interferéncias na etapa de
determinacdo por ICP-MS. Além disso, a utilizacdo de &cidos concentrados € contra 0s
principios preconizados pela quimica verde, que busca a utilizacdo de reagentes diluidos. Outro
problema associado a estes métodos sdo os relativamente elevados teores de carbono residual
em solugdo que, também, podem resultar em interferéncias 222, Com o objetivo de contornar
estas desvantagens, uma alternativa originalmente proposta por Florian e Knapp foi 0 uso de
radiagdo ultravioleta combinada com o método de MAWD 3L. No entanto, até o0 momento, este
método ainda ndo foi avaliado para o preparo de amostras de insetos para a posterior
determinacédo de REE.

Outra possibilidade de preparo de amostra para a determinacdo de REE por ICP-MS €
a utilizacdo de métodos de combustdo, como a decomposicédo por via seca em forno tipo mufla
e métodos de combustdo em sistemas fechados (bomba de combustéo e frasco de Schoniger).
Estes métodos apresentam alta eficiéncia de decomposicdo e sdo considerados relativamente
simples. No entanto, desvantagens como o risco de perdas por volatilizagdo e formacéo de
espécies refratarias (decomposicdo por via seca), baixa frequéncia analitica e impossibilidade
de etapa de refluxo (bomba de combustdo e frasco de Schoniger), entre outras, tornam estes

métodos limitados 2332, Com o objetivo de unir as vantagens da MAWD com os métodos de
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combustdo em sistemas fechados, uma alternativa proposta foi 0 método de combustéo iniciada
por micro-ondas (MIC) 3. Este método apresenta as vantagens de frequéncia analitica elevada
e alta eficiéncia de decomposicao de matrizes organicas, além de permitir uma etapa de refluxo
apds a combustdo da amostra 3324, Até este momento, a MIC n&o foi utilizada para o preparo
de amostras de insetos para a posterior determinacéo de REE.

Considerando a importancia da determinacdo de REE em insetos e as informacgoes
relativamente escassas na literatura relacionadas ao preparo de amostras de insetos para a
determinacdo de REE por ICP-MS, este trabalho tem como objetivo avaliar trés métodos de
preparo de amostras (MAWD, decomposicdo por via Umida assistida por micro-ondas e UV
(MAWD-UV) e MIC) para a posterior determinacgdo de REE (com exce¢do Sc e Pm) em grilos
provenientes de trés paises (China, Brasil e Tailandia) por USN-ICP-MS. O desenvolvimento
desses métodos foi realizado com o objetivo de seguir algumas premissas buscadas no
desenvolvimento de métodos analiticos de decomposi¢édo de amostras, como elevada frequéncia
analitica, utilizacdo de massas relativamente elevadas de amostra e alta eficiéncia de
decomposicdo com o uso reduzido de reagentes, de acordo com as recomendacdes da quimica
verde. Para avaliar o quio “verde” era cada método utilizado, foi realizada uma comparacao de
acordo com a abordagem proposta por Nowak et al 3°. Adicionalmente, a abordagem “RGB”
proposta por Nowak et al %, foi utilizada para avaliar o quio “branco” eram os métodos

propostos com relacdo ao método de referéncia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo seré apresentada uma breve revisdo da literatura, onde serdo abordados
0s aspectos gerais sobre a utilizacdo de insetos como bioindicadores e na alimentac&o humana,
bem como a importancia da determinagdo de elementos terras-raras em insetos.
Posteriormente, serdo descritos os principais métodos de preparo de amostras utilizados na
decomposicao de amostras organicas para a posterior determinacdo de REE. Ao final, serdo
apresentadas as principais técnicas analiticas utilizadas para a determinacdo desses

elementos.
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2.1 INSETOS COMO FONTE DE ALIMENTACAO HUMANA

Segundo o Department of Economic and Social Affairs of the United Nations Secretariat
(DESA) %, a populagdo humana esta projetada para atingir 9 bilhdes em 2050, o que resultara
em um significativo aumento na demanda por alimentos de qualidade. Este excessivo aumento
representa um desafio para o planeta devido ao aumento progressivo de emissdes de gases de
efeito estufa, juntamente com o uso demasiado de recursos hidricos e terrestres °. A pecudria é
um dos setores que mais contribui para mudangas climaticas, com significativas contribui¢es
na emissdo de gases causadores do efeito estufa. Além disso, a expansdo da pecuaria pode
deslocar areas florestais, causando a perda de recursos naturais e levando a mudancas
ambientais *’. Ja a produc&o agricola é a responsavel pelo consumo de 70% da agua do planeta,
além de também ser uma importante fonte de emisséo de gases de efeito estufa >3,

Com isso, insetos comestiveis podem se tornar uma importante estratégia para alcancar
a seguranca alimentar mundial, podendo se tornar uma alternativa nutricional de dieta diaria
para humanos e animais. Além disso, a criacdo de insetos para a alimentacdo humana esta
emergindo como uma forma ecologicamente correta de producdo de alimentos, pois exigem
menos terra, agua e racédo, além de gerarem menor emissao de gases causadores do efeito estufa
3, 39,40.

Os insetos comestiveis apresentam, em geral, um perfil nutricional que pode ser
comparado ao da proteina animal, sendo constituidos, majoritariamente, de proteinas, com
teores médios de 15 a 81% do peso seco *#142, O segundo maior componente presente nos
insetos € a gordura (geralmente de 10 a 50% do peso seco), podendo variar consideravelmente
de acordo com uma combinacdo de fatores como espécie, sexo, habitat, dieta e estagio de
desenvolvimento %2. Na fase larval, os insetos tendem a ter maior teor de gordura, devido a
maior necessidade de energia durante a etapa de desenvolvimento %3, Os perfis de &cidos
graxos dos insetos também sdo dependentes da espécie e dieta. Porém, geralmente possuem
mais &cidos graxos insaturados em comparagdo com acidos graxos saturados #4. Ja o teor médio
de carboidratos em insetos varia de 6,81 a 15,98%, divididos principalmente em duas formas:
quitina, principal componente do exoesqueleto, e glicogénio, fonte de energia armazenada nas
células e tecidos musculares 3.

Algumas espécies de insetos também sdo conhecidas por seus ricos perfis de minerais
essenciais, incluindo Fe, Zn, Ca, K, Na, P, Mn, Mg e Cu e vitaminas, como B2, B5 e B7 3%,

Os grilos, por exemplo, sdo ricos em Ca, Zn, Mne P %2,
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A variagdo do perfil mineral entre insetos de uma mesma espécie também é
consideravel. Os fatores externos como dieta e localizagdo geografica sdo os principais
responsaveis pelos diferentes perfis minerais, particularmente em insetos selvagens. Em insetos
cultivados, o perfil mineral ¢ alterado principalmente por diferengas na composicéo da ragéo.
A contaminacdo do solo também pode ser um importante fator influenciador, principalmente
para insetos terrestres como grilos, formigas e besouros “°.

Atualmente, o consumo de insetos € préatica tradicional em algumas culturas asiéticas,
africanas e da América Central e América do Sul. Mais de 2000 espécies de insetos sdo
consumidas no mundo, incluindo besouros, lagartas, vespas, abelhas, formigas, grilos,
gafanhotos, cupins, libélulas, podendo ser consumidos em sua fase larval, de pupa ou adulta °.
No entanto, normas e regulamentos que reconhecem o uso dos insetos como fontes de
alimentacédo s@o raros e muito trabalho ainda precisa ser feito para a elaboracéo de estruturas
normativas para leis alimentares que incluam insetos 2.

Considerando o grande potencial dos insetos comestiveis como fonte de alimentagcdo em
um futuro préximo, assim como a falta de legislacdes vigentes que incluam os insetos como
fonte de alimentacdo, é de extrema importancia o controle de qualidade desses alimentos,
garantindo a seguranca do consumidor. Dentre os potenciais perigos a saude do consumidor
estdo os contaminantes inorganicos, como metais pesados, halogénios e REE, que podem causar

efeitos toxicos e adversos a salde humana 3.

2.2 INSETOS COMO BIOMONITORES DE ELEMENTOS TERRAS-RARAS

Os REE séo utilizados amplamente em processos industriais desde a década de 1980 #'.
Devido as suas propriedades quimicas e fisicas Unicas, como condutividade, condutancia
térmica, altas densidades e pontos de fusdo, nos ultimos anos a exploracdo desses elementos é
cada vez mais crescente e economicamente importante, consequéncia de seu uso em produtos
tecnoldgicos como telefones celulares, computadores, carros hibridos e células fotovoltaicas,
assim como sua utilizacdo em fertilizantes e na biomedicina. A crescente utilizacdo aumenta a
liberacdo dos REE no meio ambiente por meio da mineracdo e de residuos industriais e
eletrénicos, contribuindo assim para um aumento desses elementos nos ecossistemas. &°. Os
REE sdo denominados de elementos raros por ndo se concentrarem em depositos de minérios
puros, porem, sdo comumente encontrados na crosta terrestre. As concentracdes crescentes de

REE sdo amplamente distribuidas no ambiente proximo as zonas industriais, levando a uma
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acumulacdo significativa nessas regides. Estudos relataram, por exemplo, altos niveis de cério
até 6 km de uma planta de processamento de REE na China 114849,

O aumento da contaminacdo de REE no meio ambiente também pode ocorrer devido a
liberacdo de nanoparticulas formadas por 6xidos de REE, que sdo amplamente utilizadas em
diversos setores industriais. Nos ultimos anos, a crescente liberacdo de REE no meio ambiente
tém levantado preocupaces, gerando um aumento de pesquisas e trabalhos relacionados a
bioacumulagio e a (eco)toxicidade desses contaminantes 1105 Os REE apresentam alta
adsor¢cdo ao solo, promovendo baixa mobilidade e enriquecimento, favorecendo a
bioacumulacdo na cadeia alimentar e efeitos toxicos para organismos terrestres. Altas
concentragdes de REE podem levar a mudangas na fertilidade do solo O aumento da
concentracéo de La no solo, por exemplo, pode ocasionar a lixiviagio dos cations Ca?* e Mg?*,
aumento do pH e diminuicdo do fosforo e nitrogénio disponiveis 7. O acimulo de REE
também tem um efeito toxico sobre a macrofauna do solo, podendo, quando em grande
quantidade, reduzir sua diversidade “°. J& o contato dos seres humanos com REE, seja por
ingestdo, contato dérmico ou inalacdo, pode apresentar um potencial risco a saide. Embora
ainda ndo sejam bem conhecidos os efeitos dos desses elementos aos seres humanos, estudos
apontam que altos niveis de exposicdo podem levar ao declinio da funcdo hepatica, induzir
efeitos neuroldgicos, causar doengas pulmonares, leucemia e cancer °’.,

Estudos recentes alertaram sobre a presenca de concentracdes elevadas de REE em
ecossistemas aquaticos 1127°8°9 g terrestres 1%4°, Atividades antropogénicas ja estdo impactando
os ciclos geoquimicos e gerando uma emergente necessidade do biomonitoramento desses
elementos, que antes eram relativamente mais estaveis na crosta terrestre 8,

O acumulo de REE nos organismos pode ser correlacionado com a concentracdo desses
elementos no meio ambiente, contribuindo para uma avaliagdo mais completa do estado
ambiental em diferentes ecossistemas !. Os insetos estdo presentes nos mais diversos
ecossistemas, em contato proximo com o solo, 4gua ou sedimentos, podendo servir como
indicadores para muitos contaminantes. Os insetos podem ingerir alimentos contaminados em
diferentes niveis e sdo presas ideais para anfibios, pequenos mamiferos, répteis e aves.
Também, sdo extremamente sensiveis as variacdes elementares e contamina¢es no ambiente
em que habitam, caracteristicas ideais para serem utilizados como biomarcadores e tragadores
ambientais %', Fatores como a sensibilidade da espécie, periodo de exposico e caracteristicas
ambientais podem influenciar na bioacumulacio de REE em insetos .

Considerando a crescente e diversificada utilizacdo e os possiveis riscos ao meio

ambiente, estudos sugerem que 0s REE podem ser considerados contaminantes de preocupacao
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emergente . Tendo em vista também os riscos a satde publica, a Agéncia Européia para a
Seguranca e Saude no Trabalho (European Agency for Safety and Health at Work - EU-OSHA)
incluiu os REE como “Riscos Novos e Emergentes para a Seguranca e Satide Ocupacional” .
Portanto, a determinacdo de tracos de REE em amostras bioldgicas e ambientais € de grande
importancia para avaliacdo de seus possiveis efeitos na ecologia, meio ambiente e salde
humana, requerendo metodologias analiticas confidveis para a determinacao desses elementos.
Considerando o grande potencial dos insetos como bioindicadores, além da crescente utilizacdo
de insetos comestiveis na alimentacdo humana, a determinacdo de REE nesse tipo de amostra
é de extrema importancia para uma maior compreensao e controle dos emergentes riscos a salide

€ a0 ecossistema.

2.3 ELEMENTOS TERRAS-RARAS EM INSETOS

Os REE estao presentes no organismo dos insetos como contaminantes, tendo origem
da exposicdo ambiental e, principalmente, da alimentacdo de plantas contaminadas, uma vez
que os REE sdo amplamente utilizados como aditivos de fertilizantes e podem ser
bioacumulados nas plantas através do contato com o solo e a 4gua contaminados ®*. Estudos
indicam que os REE podem ser absorvidos pelas plantas devido aos raios i6nicos semelhantes
que compartilham com o célcio, substituindo o Ca?" em diversas atividades fisioldgicas
envolvendo enzimas e proteinas, como crescimento das raizes, fotossintese e floracdo. O raio
ionico do Ca?* é de 0,09 nm, enquanto o raio iénico dos REE varia de 0,085 para o Lu®* a 0,106
nm para o La3* %2,

Pouco se sabe sobre as espécies de REE presentes nos organismos dos insetos. No
entanto, algumas evidéncias explicam que os REE também podem ter comportamento analogo
ao Ca™ em outros sistemas bioldgicos, devido a semelhanca dos raios ibnicos %364, Por
possuirem maior valéncia, os REE séo capazes de formarem complexos mais fortes e com um
niimero de coordenagdo maior com biomoléculas, apresentando maiores afinidades que o Ca?*
para determinados sitios de ligacdo ®>%¢. Porém, o tamanho do REE ¢é mais importante do que
sua carga na substituicdo do calcio ®. Por conta dessa relagdo, os REE podem substituir
seletivamente o Ca?* em vérias proteinas que possuem dependéncia de Ca?*, ou cuja atividade
é estimulada pelo Ca?* ®58, Lortholarie et al. exploraram a distribuicio de REE em enguias e
encontraram alto acimulo nas branquias, principal via de entrada de Ca?* nos peixes ®’. Cui et
al. demonstraram que os REE possuem toxicidade aguda para embrides de peixe-zebra e

atribuiram parte da toxicidade as mudangas nas funcdes fisiologicas dos embrides associadas
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ao deslocamento e substituicdo de Ca?* ®. Pesquisadores também demonstraram que cloreto de
cerio heptaidratado, ao ser administrado atraves da alimentacéo por plantas contaminadas, pode
induzir paralisia muscular em gafanhotos, associada ao bloqueio dos canais de Ca®" nos
musculos pelo cério 8.

Os REE também podem estar presentes no organismo dos insetos na forma de
nanoparticulas. Nanoparticulas de éxido de cério (CeO>), por exemplo, sdo utilizadas como
fertilizante foliar e podem ser transferidas para o organismo de insetos através da ingestdo de
plantas contaminadas ®°. Pesquisadores estudaram a transferéncia dessas nanoparticulas de
plantas para o pulgdo Myzus persicae e encontraram a presenca de cério no abdome e sua
auséncia nas pernas do inseto, sugerindo que o CeO- foi absorvido pelo inseto através da
alimentacéo .

A anélise dos REE presentes no organismo dos insetos também dependera das espécies
presentes na origem da contaminacdo, que pode diferir significativamente entre solo, agua,

sedimentos e plantas, seja por contato direto ou por ingestao.

2.4 DETERMINACAO DE ELEMENTOS TERRAS-RARAS EM INSETOS

Como ja mencionado, a determinacdo de REE em insetos é importante para a
compreensdo dos fatores de bioacumulacdo desses elementos em diversos ecossistemas como,
também, para 0 monitoramento em insetos comestiveis *1°%%, No entanto, poucos sdo 0s
trabalhos que abordam a quantificacdo de REE em insetos, o que pode estar atrelado
principalmente as dificuldades na determinacdo devido as baixas concentracGes desses
elementos em amostras bioldgicas, na maioria das vezes em nivel traco ou de ultratrago .

Na Tabela 1 estdo apresentados os trabalhos publicados na literatura sobre a
determinacdo de REE em insetos, abordando informacgdes como tipos de insetos utilizados,
analitos, preparo da amostra (quando necessario), massa de amostra (quando informada), limite
de deteccdo (LOD) ou limite de quantificacdo (LOQ) (quando informados) e técnica de

determinacéo.



Tabela 1 - Técnicas analiticas para a determinacdo de REE em insetos.
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Amostra

Analitos

Comentéarios

Técnica

Referéncia

Formiga de fogo (Solenopsis

invicta)

Besouro mexicano (Epilachna
varivestis); Percevejo (Podisus

maculiventris)

Sm, Yb, Eu, Nd, La

Ce

REE utilizados como marcadores, misturados com fontes de proteinas, carboidratos e
lipidios para rastrear a coleta de alimentos pelas colonias de formigas de fogo; 4 amostras
de larvas, ovos e pupas (100 a 200 mg) e 4 amostras de formigas (100 a 200 mg) de cada
coldnia foram coletadas e analisadas antes e ap0s (12 h) o consumo dos alimentos com
REE. Um total de 672 amostras de formigas de 84 coldnias foram coletadas; LODs e LOQs

nao informados.

Monitoramento do acumulo de Ce em consumidores primérios e secundarios de plantas
cultivadas em solo contaminado por nanoparticulas de CeO,; As amostras foram coletadas
apos 22, 29 e 36 dias e foram previamente secas em estufa a 70 °C por 96 h e decompostas
por MAWD (HNOj3 + H20; 30% (1 + 4)); Massa de amostra ndo informada; LOD de 0,1
ng L'%. O CRM NIST-SRM 1547 foi utilizado para medir a exatiddo do método (98% de

concordancia com o valor certificado).

NAA

ICP-MS

71
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Bicudo (Anthonomus grandis); Sm
Lagarta; Mariposa

(Spodoptera exigua)

,Besouro (Harpalus La, Ce, Pr, Nd, Pm,
Sm, Eu, Gd, Th, Dy,
Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Sc

eY.

(Pseudoophonus) rufipes)

Libélula (Onychogomphus); La, Ce, Pr, Nd, Pm,
Sm, Eu, Gd, Th, Dy,
Ho, Er, Tm, Yb, Lu,

Sc, Y, Au, Pt, Th, U, Ir

e Pd

Sedgefly (hydropsyche sp.)

Avaliacdo de Sm como marcador de plantas de algoddo e de dois insetos que se alimentam
de diferentes partes da planta; Sm(NOs3)s foi misturado na agua de irrigacdo do algodéo;
As amostras foram irradiadas por 14 h com um fluxo nominal de néutrons de 1 x 10** cm™
s! e submetidas a espectrometria de raios gama de 2 a 6 dias depois. Massa de amostra
ndo informada; LOD de 36 pg. O CRM SRM1571 (folhas de pomar) foi utilizado para

medir a exatiddo do método (97,8% de concordancia com o valor certificado).

Avaliacdo da bioacumulacdo de REE em solos tratados com herbicidas, pesticidas e
fertilizantes através da analise de besouros (bioindicadores); As amostras foram
previamente secas em forno tipo mufla a 105 °C por 24 h e entdo decompostas por MAWD.
Foram adicionados 8 mL de HNO3 + 2 mL H,0, em tubos de PTFE contendo as amostras,
que foram submetidos a radiacdo micro-ondas (rampa de 15 min até 200 °C e permanéncia
de 15 min em 200 °C). Apds a decomposicdo, os digeridos foram aferidos a 50 mL; Massa

de amostra: aproximadamente 20 mg. LODs e LOQs ndo informados.

Anaélise de amostras de biota coletadas em cinco locais do rio Elbe (Republica Tcheca);
Massa de amostra: 200 mg; Amostras decompostas por MAWD. Solucéo de decomposigao:
5mL de HNO; + 1 mL H,0,. Programa de irradiagdo: 160 °C (poténcia de 70%) por 5 min,
210 °C (poténcia de 80%) por 5 min e 240 °C (poténcia de 90%) por 5 min. Apés a
decomposicdo, os digeridos foram aferidos & 25 mL. Para a determinacdo dos REE, os
digeridos foram previamente diluidos 10 vezes e Re (0,5 mg L) foi adicionado como
padréo interno;); LODs de 1,75 ug kg™ (Lu)a 14,3 pg kg™ (Sm).

NAA

ICP-MS

0-TOF-ICP-
MS

72

10

73
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Invertebrados Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho,

macrobentdnicos (ex.: La, Lu, Nd, Pr, Sm, Sc,

besouros (elmidae) e libélulas Th, Tm, YbeY
(Anisoptera).
Gafanhoto migratério Ce

(Melanoplus sanguinipes)

Abelhas da Nova Zelandia La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu,
Gd, Dy, Ho, Eu, Tm,

Yb, Lu

Determinacdo do uso potencial de invertebrados macrobentdnicos como tragadores
ecoldgicos de REE em ecossistemas aquaticos. As amostras foram secas por 72 ha 70 °C
decompostas por MAWD em frascos de PTFE com 7 mL de HNO3 14,4 mol L™ + 1,5 mL
de H,0, 30%. Rampa de aquecimento de 8 min até 130 °C, permanéncia em 130 °C por 2
min. Apos, rampa de 8 min até 200 °C e permanéncia em 200 °C por 5 min e resfriamento
por 30 min. As amostras digeridas foram transferidas quantitativamente para tubos de

polipropileno de 50 mL; massa de amostra: 500 mg. LOQ: 0,001 mg kg™.

Monitoramento dos efeitos do consumo de uma dieta contaminada com cério no inseto. As
amostras foram secas a 70 °C até peso constantes e apds foram digeridas com 10 mL de
HNO; ultrapuro e 100 pL. de H>O; e, em seguida, aquecidas por um minimo de quatro horas
a 100 °C com aguecimento convencional. Massa de amostra: 0,5 mg. A determinacédo foi
realizada por ICP-MS com célula de reacdo dindmica (DRC), com a utilizacdo de padrdo

interno. LOD e LOQ ndo informados.

Avaliacdo de um método miniaturizado de preparo de amostras de abelhas, utilizadas para
o0 biomonitoramento de atividades antropogénicas. As amostras foram secas em liofilizador
até peso constante e moidas em um moinho de bolas. Amostras pesadas diretamente em
tubos de polipropileno de 15 mL (20 a 200 mg) e decompostas em bloco de aquecimento
(80 °C por 1 h) com 0,2 mL de HNOj3 seguido 30 min de resfriamento e adigéo de 0,1 mL
de H,0; seguido de novo aquecimento (80 °C por 1 h). Apds a digestdo, as amostras foram
avolumadas para 6 mL. Na etapa de determinagdo “°Sc,'°Rh,?5Te e *|r foram usados
como padrdes internos e uma curva de calibragio de cinco pontos (0,1 a 500 pg kg *) foi

utilizada. LODs de 0,523 ng g*(La) a1,65ng g™ (Sm).

ICP-MS

ICP-MS

ICP-MS
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Grilos (Acheta domesticus) e
Aranhas lobos (familia

Lycosidae)

Formigas (Myrmica rubra L.,
M. scabrinodis Nyl. e Lasius
niger L.)

Formigas de fogo (Solenopsis

invicta Buren)

Abelhas em fase larval e

adulta

Grilos (Acheta domesticus),

besouros escuros

(Tenebrionoidea) louva-a-deus

(Mantodea)

Ce

Eu

Sm

Gd

La

Avaliacdo do acimulo e transferéncia trofica de CeO; através de uma cadeia alimentar
terrestre. Amostras decompostas em bloco digestor com HNO; 14,4 mol L e 2 mL de
H,0, 30%. Massa de amostra ndo informada; LOQ: 4,65 ng g*.

Avaliagdo da eficiéncia de Eu como marcador em formigas. Massa de amostra, LOD e

LOQ néo foram informados.

Avaliacdo do efeito da densidade de presas associadas a plantas daninhas sobre as areas de
forrageamento de col6nias de formigas de fogo; Massa de amostra, LOD e LOQ nédo foram

informados.

Rastreamento do fluxo e consumo de aclcar de em microcol6nias artificiais de abelhas.
Amostra adicionada a um frasco de politetrafluoretileno (PTFE) juntamente com 2 mL de
HNO; 14,4 mol L. A mistura foi aquecida a 150°C até completa secagem. Apds
resfriamento, 0,2 mL de HNO;s 14,4 mol L* foram adicionados a solugdo e secos
novamente a 60°C. O processo foi repetido, quando necessario, até que a solu¢do de HNO3

estivesse limpida. Massa de amostra, LOD e LOQ ndo foram informados.

Avaliagdo da bioacumulagdo e da transferéncia trofica de nanoparticulas de La,Os do solo
para uma cadeia alimentar terrestre; Amostras secas em estufa a 100 °C por no minimo 2 h
e decompostas em bloco digestor por 30 min com HNO3 14,4 mol L, apés adicéo de 1 mL
de H,0, 30%, as amostras foram novamente aquecidas por 25 min. LOQ de 0,004 mg kg-

1- Massa de amostra ndo informada.

ICP-MS

NAA

NAA

ICP-OES

ICP-MS
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Invertebrados
macrobentonicos (ex.:
mosquitos (Chaoborus) e

libélulas (Anisoptera)

Invertebrados bentdnicos (ex.:

Libélula (Anisoptera)

Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm,
Eu, Gd, Th, Dy, Ho, Er,
Tm, YbeLu

Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm,
Eu, Gd, Th, Dy, Ho, Er,
Tm, YbeLu

Avaliacdo do destino natural de REE através da andlise da teia alimentar em 14 lagos
temperados canadenses. Amostras previamente secas e decompostas em tubos de PTFE por
MAWD com 3 mL de HNO3 70% por 15 min a 170 °C. Mais dois ciclos de 15 min foram
completados apés a adi¢do de 0,5 mL de H,0, 30% antes de cada ciclo. LODs de 3,9 ng
Lt (Lu, Yb, Tm, Er, Ho, Gd e Pr) a 5,25 ng L™ (La); Massa de amostra: aproximadamente
100 mg.

Avaliacdo dos niveis de REE na biota de diferentes niveis tréficos encontrados em
ecossistemas de 4gua doce, marinhos e terrestres do Artico; As amostras foram liofilizadas
e decompostas por um longo periodo a uma temperatura baixa (temperatura ambiente por
24 h, apos, placa quente por 2 h a 80 °C) com 3 mL de HNO3 14,4 mol L e 0,5a 1,0 mL
de H20; 30%. Massa de amostra: aproximadamente 0,1 g. LODs de 0,0143 (Lu) a 0,2684

ng g (Nd).

ICP-MS

ICP-MS

7

54
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Em comparacgdo com a técnica de ICP-OES, a ICP-MS é mais amplamente utilizada
para a determinagdo de REE em amostras bioldgicas, pois apresenta a possibilidade de menores
LODs 8. Vale salientar que ambas as técnicas necessitam que os analitos estejam em solugéo,
requerendo um tratamento prévio das amostras, adequando-as para a introducdo no
equipamento 8:7°,

De maneira geral, a determinacdo de REE por ICP-OES e ICP-MS precisa de um pré-
tratamento de amostra que atenda alguns requisitos. A decomposi¢cdo completa da amostra é
necessaria para a obtencdo de resultados reprodutiveis e precisos, pois altos teores de carbono
em solugdo podem acarretar em interferéncias nas técnicas de determinacdo com plasma
indutivamente acoplado . Outro requisito necessario é o baixo teor de acidez residual, pois a
presenca de altos teores de acidez nos digeridos também pode modificar as propriedades fisicas
das solugdes, causar efeitos de supressdo da intensidade do sinal e interferéncias espectrais em
ICP-MS por ions poliatdmicos 8182,

A seguir, serdo descritos, de maneira sucinta, os principais métodos de preparo de

amostras para a posterior determinacdo de REE pelas técnicas de ICP-MS e ICP-OES.

2.5 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A POSTERIOR DETERMINACAO
DE REE

2.5.1 Decomposi¢ao por via Umida

A decomposicao por via imida é muito empregada no preparo de amostras para analise
elementar. E um dos métodos de preparo mais utilizados para a posterior determinacéo de
metais (incluindo REE) pelas técnicas de ICP-OES e ICP-MS. Na decomposi¢éo por via imida,
um é&cido mineral € utilizado para oxidar a matéria organica presente nas amostras em
aquecimento, e os analitos sdo absorvidos em uma solugdo adequada .

O acido mais comumente utilizado para a decomposicao de amostras por via imida é o
HNOs, que apresenta fortes propriedades oxidantes e é compativel com a maioria das técnicas
instrumentais. Além disso, 0 HNO3 pode ser obtido comercialmente com elevada pureza .
Porém, dependendo do tipo de amostra, outros acidos também podem ser utilizados (HCI,
H2S04, H3PO4 e HCIO4), bem como perdxido de hidrogénio, combinados ou ndo com 0 HNO:s.
Para amostras com alto teor de silica, 0 HF também é, normalmente, empregado 8%, A
decomposicdo por via Umida pode ser realizada em sistemas fechados ou abertos, com

aquecimento convencional (conveccdo) ou por radiagdo micro-ondas.
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2.5.1 Decomposi¢éo por via Umida em sistemas abertos

A utilizacdo de sistemas abertos para a decomposicao de amostras por via imida permite
0 emprego de maiores massas de amostras em relagéo aos sistemas fechados (acima de 1000
mg), uma vez que o sistema opera a pressdo atmosférica, ndo havendo riscos de explosdo.
Ainda, possibilita a adicdo de outros reagentes no decorrer da decomposi¢do. Porém, algumas
limitagfes ocorrem para sistemas abertos, como menor eficiéncia, maiores tempos de
decomposicéo, riscos de perdas por volatilizagdo e de contaminagdo 23808586 Ademais, os
sistemas abertos apresentam a necessidade do emprego de &cidos concentrados, que além de
aumentarem os valores dos brancos e os riscos de contaminacdo, promovem altos teores de
acidez residual que podem causar a supressao da intensidade do sinal e interferéncias espectrais
nas técnicas de ICP-MS e ICP-OES &’

Outra caracteristica dos sistemas abertos de decomposi¢cdo que precisa ser observada
esta relacionada ao acido utilizado, uma vez que a temperatura maxima alcancada se limita a
temperatura de ebulicdo do acido. O HNOs, por exemplo, forma um aze6tropo com agua (HNOs
65%) que entra em ebulicdo a 121 °C, temperatura onde a degradacao da matéria organica de
algumas amostras pode ndo ser completa. Para contornar este problema, a utilizagdo de H2SO4
pode ser recomendada, uma vez que seu azedtropo com agua (98%) possui elevada temperatura
de ebulicio (339 °C) %8,

Embora seja possivel a utilizacdo de aquecimento por micro-ondas, a maioria dos
trabalhos publicados na literatura que abrangem a decomposic¢éo de insetos por via tmida em
sistemas abertos para a posterior determinacdo de REE utiliza aquecimento convencional
28294816 Em geral, esses métodos apresentam limitagdes, como: longo tempo de decomposicio
(normalmente acima de 3 horas), dificultando a aplicacdo em rotina analitica, e a utilizacao de
HNOsconcentrado que, além de ndo estar de acordo com 0s aspectos preconizados pela quimica
verde &, aumenta o teor de acidez residual nos digeridos.

Recentemente, Grainger et al.?® propuseram um sistema miniaturizado de decomposic&o
por via umida com frascos abertos com aquecimento convencional, para a determinacédo de 39
elementos (incluindo REE) em amostras de mel, polen e abelhas. A metodologia proposta
incluiu duas etapas de aquecimento (80°C, 60 min.) ap6s adi¢Bes de 0,2 mL de HNOse 0,1 mL
de H20», consecutivamente. Ainda, uma etapa de resfriamento de 30 min entre as duas etapas
de aquecimento. Apds novo resfriamento, os digeridos foram aferidos para 6 mL com agua
ultrapura e a determinag&o foi realizada pela técnica de ICP-MS. O fator de diluicéo final foi

de aproximadamente 30 vezes. O método apresentou LODs de 0,523 ng g (La) a 1,65 ng gt
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(Sm). Os autores destacaram a simplicidade do método, que o torna acessivel a laboratérios que
ndo possuem equipamentos de digestdo por micro-ondas. Além disso, apenas um frasco foi
utilizado durante todo o processo de decomposic¢do e determinacdo, diminuindo os riscos de
contaminagdo. Ademais, baixos teores de carbono residual foram obtidos. No entanto, para
possibilitar a utilizacdo de pequenos volumes de reagentes, pequenas massas de amostras foram
utilizadas (de 20 a 200 mg), o que pode resultar em problemas devido a heterogeneidade de
algumas amostras. Além disso, 0 método proposto apresenta longo tempo para a decomposicao
completa das amostras (cerca de 3 h).

2.5.1.2 Decomposigéo por via umida em sistemas fechados

A utilizacdo de frascos fechados na decomposic¢ao por via Umida aumenta a eficiéncia
da oxidacdo e diminui o tempo de decomposicdo. Além disso, diminui os riscos de
contaminacédo e de perdas por volatilizacdo, reduz o consumo de reagentes, diminuindo os
valores dos brancos e 0s LOQs, além de possibilitar que sejam alcangadas temperaturas maiores
que o ponto de ebuli¢do do acido utilizado, melhorando seu efeito oxidante e promovendo maior
eficiéncia de digestdo 22>%°, Ademais, em sistemas fechados, a utilizagdo de H02 em conjunto
com HNOs promove a regenera¢do do HNOs, diminuindo a presséo interna dos frascos e
permitindo que 0 mesmo, regenerado, possa continuar o processo de oxidagéo 8°.

A maioria das decomposicdes por via umida em sistemas fechados tem sido realizada
com aguecimento por radiacdo micro-ondas (MAWND), embora seja possivel a utilizacdo de
aquecimento convencional. A radiacdo micro-ondas promove um aguecimento mais rapido
quando comparado ao aquecimento por conducgdo °X. Porém, mesmo empregando maiores
temperaturas e pressdes, que podem chegar a 280 °C e 80 bar, respectivamente, em muitos
casos a decomposicdo em sistemas fechados pode néo ser efetiva. Com isso, o digerido pode
apresentar altos teores de carbono em solucédo, que pode resultar em interferéncias espectrais e
ndo espectrais. Além disso, esses sistemas normalmente utilizam &cidos minerais concentrados
para decompor as amostras, o que pode resultar em aumento do valor do branco causado pela
presenca de contaminantes e interferéncias nas técnicas analiticas, sendo necessaria uma etapa
adicional no preparo de amostras para diluir o excesso de acido 82, A literatura abrange
diversas aplicacdes de preparo de amostras de insetos por decomposi¢do via tmida em sistema
fechado com aquecimento por micro-ondas para a posterior determinacdo de REE, descritas na
Tabela 1.
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Alternativamente, um sistema originalmente proposto por Florian e Knapp * combinou
a decomposi¢do assistida por micro-ondas com radiagdo ultravioleta, promovendo
decomposic¢des mais eficientes. Nesse sistema, uma lampada UV € inserida dentro do frasco de
decomposicdo, com o bulbo mergulhado na solucéo de decomposicdo. A lampada é preenchida
com 1 mg de Cd a uma baixa pressao (4 mbar de Ar) e a emissdo UV ¢é ativada pela interacdo
com a radiagdo micro-ondas. A radiacdo ultravioleta, quando utilizada com solucgdes oxidantes,
como H202 e HNOs, atua como um catalisador para a formacéo de espécies extremamente
reativas, como OH" e HO>" que auxiliam na degradac&o da matéria organica 232,

A MAWD-UV tem sido aplicada para diferentes matrizes, como alimentos®, amostras
biolégicas®, ambientais® e poliméricas®®. Pereira et al.®” avaliaram a utilizagdo da MAWD-UV
no preparo de amostras de petréleo bruto para a posterior determinacdo de REE. Os autores
destacam que foi possivel a realizagcdo de uma decomposicao eficiente de 500 mg de amostra
através da utilizacdo de HNO3s4 mol L + 4 mL de H,02 30%. Os resultados obtidos foram
comparados com dois métodos de referéncia (NAA e MAWND) e ndo apresentaram diferenca
significativa. No entanto, ndo foram encontradas aplicacbes da MAWD-UV na literatura

visando ao preparo de amostras de insetos para a posterior determinacdo de REE.

2.5.2 Métodos de combustao

Os métodos de combustdo baseiam-se na decomposicdo da matéria organica presente
nas amostras por uma combinacdo de processos, envolvendo principalmente pirélise e
oxidacdo. Apresentam normalmente alta eficiéncia na decomposi¢cdo da matriz organica,
permitindo baixos teores C residuais. Além disso, ndo necessitam da utilizacdo de acidos
concentrados, pois o0 Unico reagente necessario para a decomposi¢cdo de uma amostra por
combustdo € o oxigénio. Depois de decompostas, as amostras podem ser solubilizadas em
solugdes diluidas 2% A combustdo de materiais organicos pode ser executada em sistemas
abertos ou fechados. Cabe ressaltar que a utilizacdo de sistemas fechados minimiza os riscos de
contaminacdo e perdas de analitos por volatilizacdo. Os métodos de combustdo mais
comumente utilizados e que serdo abordados neste topico sdo baseados na combustdo por via
seca (sistema aberto), frasco de Schoniger, bomba de combustéo e, mais recentemente, a MIC

(sistemas fechados).

2.5.2.1 Combustéo por via seca
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No método de combustdo por via seca, as amostras sdo adicionadas em cadinhos,
normalmente de porcelana, e a decomposi¢do é realizada em forno tipo mufla, utilizando o
oxigénio do ar atmosférico. A decomposi¢do ocorre normalmente em temperaturas entre 450 e
500 °C, resultando em um residuo inorganico (cinzas) que é geralmente constituido de 6xidos
e metais, além de sulfatos ndo volateis, fosfatos e silicatos. O residuo inorgénico proveniente
da queima da amostra pode ser geralmente solubilizado por um &cido diluido 23,

O método de combustdo por via seca, além de ser simples e relativamente barato,
permite a utilizagdo de uma grande massa de amostra (geralmente de 0,5 a 2 g), minimizando
problemas devido a heterogeneidade. Além disso, 0 método apresenta como vantagens a
possibilidade de utilizacdo de &cido diluido e em pequeno volume para a solubilizagdo do
residuo da queima e a obtencdo de digeridos com teores de carbono residual normalmente
baixos, caracteristico dos métodos de combustdo 2%,

Todavia, a combustdo por via seca apresenta limitacdes, como o grande risco de
contaminacdo e a impossibilidade de aplicacdes para elementos volateis, uma vez que o sistema
é aberto e temperaturas elevadas séo atingidas. Elementos como F, CI, Br, I, Se, P, As, Sbh, Ge,
Tl e Hg séo propensos a perdas por volatilizacdo em fornos tipo mufla. Além disso, dependendo
da composicdo da matriz da amostra, compostos volateis de outros elementos podem ser
formados durante a queima. Em alguns casos, determinadas espécies presentes na amostra,
como silicatos, 6xidos e fosfatos podem reagir com o esmalte dos cadinhos de porcelana. Esta

limitaco pode ser contornada pela utilizagdo de cadinhos de quartzo ou platina 2°,

2.5.2.2 Bomba de combustdo

No sistema da bomba de combustédo, as amostras sao inseridas na forma de pellets dentro
de uma bomba de aco inoxidavel na presenca de excesso de oxigénio. Um fio de platina é
conectado a dois eletrodos e inserido proximo ao pellet, para a posterior ignicdo. Além disso,
no fundo da bomba é adicionada uma solu¢do adequada (cerca de 10 mL), que ird absorver os
analitos e os gases gerados durante a combustdo %,

Neste método, uma massa relativamente alta de amostra (acima de 500 mg) pode ser
utilizada e queimada de maneira eficiente, promovendo digeridos de baixo teor de carbono
residual (RCC). Porém, o sistema interno da bomba é constituido de metal, o que implica em
riscos de contaminacao dos digeridos (embora menores que em sistemas abertos), dificultando

a determinacdo de metais a nivel traco. Outras desvantagens da utilizacao do sistema s&o a baixa
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frequéncia analitica, sendo que apenas uma amostra pode ser queimada por vez, e a baixa
eficiéncia de lavagem, que por vezes exige uma etapa de agitacdo manual °%%1, Embora a
bomba de combustéo tenha sido pouco empregada como método de preparo de amostras para

a posterior determinacdo de REE, em 2005 foi relatada uma aplicacdo para amostras de petréleo
102

2.5.2.3 Frasco de combustéo de Schoniger

No método do frasco de oxigénio, também conhecido como frasco de Schoniger 1%, a
amostra € embrulhada com papel filtro com baixo teor de cinzas e posicionada em uma alca de
platina com uma espécie de cesta na extremidade. A alga contendo a amostra é entéo inserida
dentro de um Erlenmeyer preenchido com oxigénio a pressdo atmosférica e contendo uma
solugéo absorvedora adequada para o elemento em que se deseja determinar. A igni¢cdo pode
ser realizada manualmente, por corrente elétrica ou lampadas infravermelhas focadas. Apds a
combustAo, o recipiente pode entdo ser agitado para auxiliar na lavagem interna 23, As vantagens
do frasco de Schoniger incluem o baixo risco de perdas e contaminacgéo, além da simplicidade
e facilidade de execucdo do método. Porém, ao contrario da bomba de combustéo, ndo permite
a utilizacdo de grandes massas de amostras (em geral, menores que 100 mg para um frasco de
1000 mL), dificultando sua utilizacdo em analises de tracos, incluindo REE. Além disso, o
método também apresenta baixa frequéncia analitica, sendo que apenas uma amostra pode ser
processada por vez 23100104,

Com o objetivo de combinar as vantagens do metodo de decomposicdo por via Umida
com aquecimento por radiagdo micro-ondas e dos métodos de combustao em sistemas fechados,
foi desenvolvida a MIC *, considerada uma boa alternativa na area de preparo de amostras, que

sera abordada no proximo item.

2.5.2.4 Combust&o Iniciada por Micro-ondas

A MIC foi proposta por Barin 1% e, desde ent4o, tem sido aplicada para a decomposic&o
de diferentes tipos de matrizes bioldgicas, petroquimicas, alimentares, poliméricas e materiais
carbonaceos a para a posterior determinagdo de halogénios e metais (incluindo REE)!6197,
Primeiramente, o autor propés um trabalho onde as amostras eram decompostas em um forno
de micro-ondas doméstico adaptado, com a utilizacdo de oxigénio liquido. A seguir, um sistema

comercial foi utilizado 1%,
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No sistema da MIC a amostra (normalmente comprimida ou em invélucro) é colocada
em um papel filtro contido em um suporte de quartzo, o qual é inserido no interior do frasco de
digestdo contendo uma solucéo absorvedora adequada. Antes da adicdo da amostra, o papel
filtro ¢ umedecido com 50 pL de uma solucdo de NH4NOs 6 mol L™, responsavel por iniciar a
combustdo®*3*. Segundo Pereira et al. 1%, a ignicdo ocorre pela oxidagdo do papel pelo
NHsNO3, que esta sob incidéncia de radiacdo micro-ondas e em atmosfera de oxigénio (frascos
pressurizados com 20 bar de Oy) , que favorece a reagao.

Apobs a combustdo, uma etapa de refluxo pode ser realizada para melhor recuperagéo
dos analitos, onde ocorre a irradiacdo de micro-ondas continua por aproximadamente 5 min.
Para a determinacdo de metais (incluindo REE), normalmente os analitos sdo absorvidos em
uma solugéo de HNOs diluido ou em uma mistura de HNO3 e HCI. No caso de halogénios, 0s
analitos normalmente sdo absorvidos em uma solucdo alcalina contendo aménia ou carbonato
de amdnio %%,

Dentre as caracteristicas da MIC, o sistema apresenta diversas vantagens quando
comparado aos métodos de preparo de amostra convencionais, tais como a possibilidade de
utilizacdo de massas de amostra relativamente elevadas (geralmente 500 mg), frequéncia
analitica elevada e alta eficiéncia de decomposicdo de matrizes organicas (RCC geralmente
abaixo de 1%, dependendo da natureza da amostra) para a posterior determinacdo de metais
(incluindo REE) e ametais %1%, Além disso, a possibilidade de utilizaco de solugdes diluidas,
além de diminuir possiveis interferéncias nas técnicas de determinacéo e os valores dos brancos
analiticos, contribui para os principios da quimica verde 10819,

Quanto ao uso da MIC como preparo de amostra para a posterior determinacdo de REE,
poucos trabalhos foram publicados relacionados ao assunto. Pereira et al.'® utilizaram a MIC
para o preparo de amostras de petroleo para a determinacdo de REE por ICP-MS. Neste
trabalho, até 500 mg de amostra foram utilizadas, envoltas em filmes de polietileno. Os valores
de RCC nos digeridos foram inferiores a 1%. Foi possivel a utilizacdo de uma solucéo de 3 mol
L~! de HNO; para a retencéo de todos os analitos. As recuperagdes obtidas para todos os REE
apos a digestdo com MIC ficaram na faixa de 97,8 a 102% e os valores de desvio padrao relativo
(RSD) foram inferiores a 5%.

Em sua tese de doutorado, Druzian'® utilizou a MIC para o preparo de amostra de
sangue, visando a determinagdo de REE. Foram utilizadas 400 mg de amostra, pesados
diretamente em discos de papel DBS. Uma solucdo de NH4sNO3 6 mol L™ foi utilizada para
iniciar a combustdo. Durante a otimizacdo da solucdo absorvedora, foram testadas diferentes

concentragdes de HNO3, assim como misturas de HNO3z e HCI em diferentes proporcdes e
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concentragcdes. RecuperacOes satisfatdrias (> 91,5%) foram obtidas somente quando uma
solucdo absorvedora de agua régia (HCI + HNO3 3+1) foi utilizada. Segundo o autor, as baixas
recuperacdes obtidas com a utilizagdo de HNOs como solucdo absorvedora podem ser
explicadas pela formacdo de especies estaveis, como Oxidos ternarios, adsorvidos na base do
suporte e nas paredes do frasco de quartzo, desta forma, a utilizacdo de HCI auxilia na formagéo
de cloretos volateis durante as etapas de combustdo e refluxo, evitando a formacgdo de

compostos refratarios.

2.6 TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS PARA A DETERMINACAO DE REE

Como ja mencionado anteriormente, a crescente liberagdo dos REE no meio ambiente
torna cada vez mais necessario o controle desses elementos em diferentes ecossistemas, que
pode ser realizado através da determinagdo dos REE em insetos °. Além disso, a determinac&o
dos REE em amostras de insetos comestiveis é cada vez mais necessaria °’. No entanto, as
baixas concentracdes dos REE em amostras de insetos (ng g2), aliada a presenca de diversas
interferéncias, tornam a determinacio quantitativa desses elementos um desafio analitico 1.

As técnicas comumente utilizadas para a determinacdo de REE incluem a NAA, ICP-

OES e ICP-MS. As trés técnicas serdo descritas de maneira sucinta a seguir.

2.6.1 Andlise por ativagdo neutrodnica

Na NAA, a amostra é irradiada em um fluxo de néutrons provenientes de uma fonte
emissora, geralmente em um reator nuclear. Os néutrons interagem com o ndcleo atémico, que
libera determinadas quantidades de energia na forma de radiacdo. A radiacdo liberada é
caracteristica de cada ntcleo e pode ser relacionada com a concentracgdo de cada elemento 2,

E considerada uma técnica ndo destrutiva, absoluta e que ndo requer nenhum preparo
de amostra. No entanto, a necessidade de trabalhar com materiais radioativos e o alto custo dos
reatores nucleares inviabilizam a utilizacdo da técnica em rotina. Além disso, a NAA requer
longo tempo de analise, operadores qualificados e apresenta maiores LODs (0,04 a 4 pg L?)

em comparagdo com a técnica de ICP-MS (0,001 a 0,25 ng L1) 3,
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2.6.2 Espectrometria de emissdao Optica com plasma indutivamente acoplado e

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

As técnicas de ICP-OES e ICP-MS s&o muito atrativas para a determinacdo de REE em
diferentes tipos de amostras, pois apresentam ampla faixa linear, capacidade multielementar e
baixos LOQs. No entanto, como ja mencionado, a presenca de diversas interferéncias espectrais
e ndo espectrais pode dificultar a determinacdo dos REE utilizando estas técnicas. As
interferéncias sdo causadas principalmente por efeitos da concentracdo do &cido utilizado no
preparo das amostras, efeitos do carbono residual e formacédo de espécies poliatdmicas (para a
técnica de ICP-MS).

Concentracdes de &cido elevadas (ex.: > 15% de HNO3) podem afetar a distribuicdo dos
ions na zona analitica do plasma, alem de causar interferéncias de transporte devido a diferencas
na viscosidade, densidade e tensdo superficial das amostras quando comparadas com as
solugdes de referéncia 2922,

A presenca de carbono nos digeridos, proveniente da decomposicdo incompleta da
matriz, também pode causar interferéncias ndo-espectrais, ocasionadas por diferencas nas
propriedades fisicas entre os digeridos e as solucGes padrdes de calibracdo. No ICP-OES, altos
teores de carbono residual podem ocasionar interferéncias espectrais devido ao aumento dos
sinais de emissdo dos analitos, causados pela transferéncia de carga 22, No ICP-MS, além
dos efeitos de transferéncia de carga '° o carbono pode formar fons moleculares com outros
elementos que podem apresentar a mesma m/z dos analitos 2.

As interferéncias poliatbmicas sdo, principalmente, originadas pela formacao de 6xidos
e hidroxidos 1314, Os elementos terras-raras leves (LREE: La-Sm) formam facilmente 6xidos
no plasma, em menor grau, hidroxidos, que podem afetar na determinacéo dos elementos terras-
raras pesados (HREE: Eu-Lu) devido a sobreposicOes espectrais. A presenca de Ba nas amostras
também pode causar interferéncias poliatdmicas na determinacdo de REE. Por exemplo, o BaO
pode dificultar a quantificacdo de Eu devido as proximidades das razées m/z 113113,

Considerando todas as interferéncias citadas anteriormente, a utilizacdo de métodos de
preparo de amostras adequados as técnicas de ICP-OES e ICP-MS é de extrema importancia.
Porém, além disso, algumas alternativas instrumentais também podem auxiliar a contornar
algumas dessas interferéncias. Uma alternativa comumente utilizada para limitar as
interferéncias de oxidos e hidroxidos é a utilizacdo de um dispositivo de dessolvatacdo de
aerossol (Aridus, Apex e nebulizagdo ultrassénica (USN)) para introducdo de amostra. Esses

dispositivos permitem a introducdo de um aerossol seco no plasma, diminuindo a formacéao de
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Oxidos. Alem disso, uma melhoria significativa no transporte do analito € observada,
possibilitando uma maior quantidade de amostra no plasma e, consequentemente, diminuindo

os limites de quantificagdo (LOQs) °.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os instrumentos, amostras e reagentes utilizados para o
desenvolvimento deste trabalho. Também serdo apresentados os procedimentos e parametros
otimizados para cada método analitico utilizado na realizacdo deste trabalho.
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3.1 INSTRUMENTACAO

No presente trabalho, foram otimizados trés métodos para o preparo de amostras de
insetos visando a posterior determinacdo de REE (com excecdo de Sc e Pm) por USN-ICP-MS.
Os métodos utilizados estéo descritos abaixo:

1) Decomposigdo por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas (MAWD) com
acidos diluidos;

i) Decomposi¢do por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas e ultravioleta
(MAWD-UV) empregando &cidos diluidos;

iii) Combust&o iniciada por micro-ondas (MIC).

Foram utilizadas como métodos de referéncia a MAWD com HNO3 14,4 mol L e a
CWD-O0sS.

A CWD-OS foi realizada com a utilizacdo de um bloco de aguecimento (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. A MAWD com HNO3 14,4 mol L* foi realizada em
um forno micro-ondas Ethos Easy (Milestone, Italy) equipado com 44 frascos de PTFE-TFM
que apresentam volume interno de 100 mL. Este forno de micro-indas possui condicGes
méaximas de temperatura e pressao de 200 °C e 35 bar, respectivamente.

A MAWD com acidos diluidos, a MAWD-UV e a MIC (métodos propostos) foram
realizadas com um forno de micro-ondas Multiwave Pro® (Anton Paar, Austria), com
capacidade maxima de 8 frascos que apresentam volume interno de 80 mL e sensores de
temperatura e pressao que possibilitam o controle da poténcia irradiada durante a
decomposicdo. Este forno de micro-ondas possui condi¢cbes maximas de temperatura, poténcia
e pressdo de 280 °C, 1400 W e 80 bar, respectivamente. Porém, para a MAWD-UV, a
temperatura maxima selecionada foi de 250 °C, devido aos suportes da lampada, que séo
constituidos de PTFE. Para os trés métodos, frascos de quartzo foram utilizados. Para a MIC
foi utilizado um suporte de quartzo para introducdo das amostras no interior do frasco. Na
Figura 1 estdo apresentados o forno de micro-ondas utilizado (A), e os frascos posicionados ao
rotor (B).
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Figura 1 - Forno de micro-ondas Multiwave Pro® (A) e frascos acoplados ao rotor (B).

Para 0 método de MAWD-UV foram utilizadas lampadas de descarga sem eletrodos
(Anton Paar), preenchidas com 1 mg de vapor de cadmio sob baixa presséo de argonio (4 mbar).
Essas lampadas tém a capacidade de emitir radiacdo em comprimentos de onda
predominantemente na regido UV. Dispositivos de PTFE foram utilizados para auxiliar no
posicionamento da lampada no frasco de quartzo. Na Figura 2 esta mostrada a lampada UV e

sua disposicdo dentro do frasco de quartzo.

Figura 2 - Lampada de descarga sem eletrodo (A) e lampada inserida dentro do frasco de quartzo (B)

A determinacdo de REE nas amostras de insetos foi feita utilizando um espectrometro
de massa com plasma indutivamente acoplado (modelo Elan DRC 11®, PerkinElmer SCIEX,

USA) com separador de massas do tipo quadrupolo. A introducdo das solugfes no equipamento
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foi realizada por meio de um nebulizador ultrassénico (USN, modelo U6000AT+®, CETAC
Technologies, USA), operando em sucessivas etapas de aquecimento (140 °C) e resfriamento

(-5 °C) e uma vazdo da amostra de 2,5 mL min™.

As condigdes operacionais do ICP-MS para a determinacdo de REE por USN-ICP-MS

estdo apresentadas na Tabela 2 e foram baseados em trabalhos anteriores 118,

Tabela 2 - Pardmetros operacionais do USN-ICP-MS.

Parametros USN-ICP-MS
Poténcia de radiofrequéncia, (W) 1300
Vazao principal de argénio, (L min™) 15
Vazao auxiliar de argénio, (L min™) 1,20
Vazio de argbnio do nebulizador, (L mint) 1,00
Cones (amostragem e skimmer) Pt
Dwell time (ms) 50
Varreduras (sweeps) 5
Varreduras por replicata (readings) 3
Replicatas 5
Is6topos monitorados 89y, 139 a, 140Ce, 141pr, 196N,

147Sm 153Eu 1SBGd 159Tb 163Dy

165H0, 166Er, 169Tm, 174Yb e 175Lu
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O desempenho do equipamento ICP-MS foi monitorado com a utilizacdo de um
nebulizador concéntrico (Meinhard Associates, USA) e uma cdmara de nebulizagéo ciclonica
(Glass Expansion, Inc., Australia). Para este fim, foi utilizada uma solugio contendo 1 pug L
de Ine Cee 10 pg L de Ba. Foram avaliados os parametros de sensibilidade (**°In*), percentual
de 6xidos (**°Ce*/**9CeQ") e ions de carga dupla (}38Ba**/*%Ba™).

A determinacdo de carbono nas solucdes obtidas pelos diferentes métodos de preparo
avaliados e de Ca, Na, K, Mg, Mn, Fe, Ba e Si dos digeridos foi realizada utilizando-se um
espectrdmetro de emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado (Ciros CCD, Spectro
Analytical Instruments, Alemanha) com configuracdo de vista axial. O equipamento foi
equipado com um nebulizador concéntrico (TQ-30-A3, Meinhard, Estados Unidos), com
camara de nebulizacéo do tipo Scott (Glass Expansion, Australia) e tocha com tubo injetor de
quartzo de 2,5 mm de didmetro interno. Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros
instrumentais do ICP-OES.

Tabela 3 - Pardmetros operacionais do ICP-OES.

Parametros ICP-OES
Poténcia de radiofrequéncia, (W) 1400
VazAo principal de argonio, (L min™) 15
Vazao auxiliar de argonio, (L min™) 0,2
Vazio de argbnio do nebulizador, (L min™) 0,7
Configuracdo de vista Axial
Comprimento de onda espectral (nm) C (193.030), Ca (317.933), Na

(589.373), K (766.491), Mg
(280.270), Mn (259.592), Fe
(238.204), Ba (233.527) € Si
(251.611) e Y (371.030)

A determinacdo da acidez residual nos digeridos foi feita por titulacdo em meio aquoso

utilizando um titulador automaético (836, Metrohm, Suica), equipado com um moddulo de
agitacdo magnética (803 TI Stand, Metrohm, Suica), uma bureta de 20 mL (Dosino 800,
Metrohm) e um eletrodo de pH de vidro combinado para meio aquoso (6.0262.100, Metrohm,
Suica).

Um microscapio eletrénico de varredura (modelo Sigma 300 VP, Carl Zeiss, Alemanha)

com detector de elétrons secundarios foi utilizado para a anélise morfoldgica das amostras. Para
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a analise composicional do material resultante da decomposi¢do incompleta das amostras, foi
utilizado um detector de energia dispersiva de raios-X (EDS).

A cominuigéo das amostras foi realizada em um moinho de trituragdo por impacto (A
11 basic, IKA®, Alemanha), equipado com um copo de trituracéo e rotor de percussdo de ago.
A pesagem das amostras foi feita em uma balanca analitica digital (AY 220, Shimadzu, Japao),
com resolucédo de 0,0001 g e capacidade de 220 g. Para a secagem dos reagentes solidos (NH4Cl
e celulose microcristalina) utilizados no preparo das amostras pela MIC, foi utilizada uma estufa
com circulagéo de ar (modelo 400-5ND, Nova Etica, Brasil). A analise estatistica dos dados foi
realizada usando o software Excel 2013 (Microsoft, EUA, versdo 2013). O teste-t de Student
foi aplicado com o uso do software GraphPad InStat (GraphPad InStat Software Inc, Versdo
3.10, 2009).

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solucdes utilizadas neste trabalho foram preparadas com agua previamente
destilada e deionizada por meio de uma coluna de troca iénica (condutividade maxima de 1,0
uS cm™) e depois purificada em sistema Milli-Q® (Millipore Corp. EUA), com resistividade de
18,2 MQ cm. O HNOs (65%, Merck, Alemanha) e o HCI (37%, Merck, Alemanha) utilizados
foram destilados em um sistema de sub-ebulicdo (duoPur® 2.01E, Milestone, Italia). Peroxido
de hidrogénio (30%, Merck, Brasil) foi utilizado como auxiliar na decomposicéo por CWD-0OS
e por MAWD-UV.

Na MIC foram utilizados 50 pL de uma solugio de NHsNO3 6 mol L* preparada a partir
da dissolucdo do reagente sdlido (Merck, Alemanha) em agua. Para a pressurizacao dos frascos,
foi utilizado O2 com pureza de 99,6% (White Martins, Brasil). Discos de papel filtro com baixo
teor de cinzas (Black Ribbon Ashless n°® 5891, Schleicher e Schiill, Alemanha), foram utilizados
para auxiliar no processo de igni¢cdo. Celulose microcristalina de grau farmacéutico e NH4Cl
(99,998%, sigma Aldrich) também foram utilizados durante a otimizacao da MIC.

As solucdes de calibracdo para a determinacdo de REE foram preparadas a partir da
diluicdo de uma solucdo estoque multielementar (MultiElementSolution 1, CLMS?,
SpexCertiprep Inc.) contendo 10 mg L de Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Tb,
Tm, Y e Yb em HNO3 5% (v v?1). Os padrdes de calibragdo (de 10 a 5.000 ng L) foram
preparados atraves da diluigdo da solucdo estoque em HNOz 5%. Uma solucdo contendo 10 pg

L de Bae1pugL™deln e Ce foi utilizada para avaliar o desesmpenho do equipamento de ICP-
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MS. Argonio com pureza de 99,998% (White Martins, Brasil) foi utilizado no sistema USN e
no equipamento de ICP-MS.

A curva de calibracdo para a determinacdo de Ca, Na, K, Mg, Mn, Fe e Ba (1 a 10000
ug L), foi preparada a partir da diluicdo de uma solucéo estoque de 10 mg L™ desses analitos
(SCP33MS, SCP Science, Canadd) em HNO3s 5%. Para a determinacdo de C em solucéo, a
curva de calibragdo (5 a 5000 mg L), foi preparada pela diluicio de uma solucéo estoque de
10000 mg L™, obtida a partir da dissolugdo de acido citrico (Vetec, Brasil) em agua. Antes da
determinac&o, as amostras foram purgadas com 0,1 L min' de Ar por aproximadamente 2 min.
Y foi utilizado como padréo interno, obtido a partir de uma solucéo estoque (1000 mg L™, Spex
CertiPrep, EUA), adicionado previamente a introducao das solu¢des no equipamento, de modo
que a concentragdo final foi de 1 mg L.

A determinacéo da acidez residual dos diferentes métodos de preparo foi realizada por
titulacdo em meio aquoso. Para isso utilizou-se como titulante uma solu¢do de KOH 0,1 mol L
1 preparada a partir da dissolucdo do reagente sélido (Merck, Alemanha) em &gua. A
padronizacdo do titulante foi feita com biftalato de potéassio (Merck, Alemanha), que foi

previamente seco a 105° C por 2 h.

3.3 AMOSTRAS

Neste trabalho foram utilizadas 3 amostras de grilos comestiveis, originadas de 3 paises:
Brasil (amostra A), China (amostra B) e Tailandia (amostra C), provenientes de empresas que
comercializam insetos para a alimentacdo humana e animal. As informacdes de cada amostra

estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - InformacGes das amostras de insetos

Amostra Inseto Pais de origem Nome cientifico
A Grilo China Acheta domesticus
B Grilo Brasil Acheta domesticus

C QGrilo Tailandia Acheta domesticus
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Para a otimizacdo da dos métodos de preparo, utilizou-se, arbitrariamente, a amostra
“A”. A cominuicdo das amostras foi feita em um moinho de trituragdo por impacto. Paraa MIC,
comprimidos das amostras foram confeccionados em uma prensa hidraulica utilizando-se uma
forca de aproximadamente 49 kN.

A avaliacdo da exatiddo dos métodos propostos foi realizada através da utilizagdo de um
CRM de tecido de mexilhdo, BCR-668, (Community Bureau of Reference).

3.4 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Para a caracterizacdo das amostras, os teores de umidade, cinzas, proteinas e
carboidratos foram determinados pelos métodos descritos na AOAC (2019)*%. A umidade foi
determinada pela secagem em estufa a vacuo a 105 °C, até peso constante. A determinacdo de
cinzas foi feita por incineracdo da amostra em mufla a 550 °C. O nitrogénio total foi
determinado pelo método de micro Kjeldahl, e o teor de proteina bruta foi calculado através da
multiplicacdo do teor de nitrogénio total pelo fator de conversdo 6,25, descrito na AOAC
(2019)8:117 O teor de lipidios foi determinado por extracio a frio, através do método proposto
por Bligh e Dyer'!’. A determinacdo de carboidratos foi realizada pela diferenca do somatorio
dos teores de lipidios, proteinas, umidade e cinzas. As determinacfes foram feitas no
Laboratorio de Analises Fisico-Quimicas do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
Alimentos da UFSM.

Para a determinacdo de Ca, Na, K, Mg, Mn, Fe, Ba e Si, 500 mg de amostra foram
digeridos por MAWD com 6 mL de HNO3 14,4 mol L, em frascos de quartzo, através do
seguinte programa de aquecimento: i) rampa de 10 min até 400 W; ii) permanéncia de 10 min
a 400 Wi; iii) rampa de 10 min até 1000 W; iv) permanéncia de 10 min a 1000 W v) 20 min até
0 W (resfriamento). Apo6s a decomposicdo, os digeridos foram aferidos com agua ultrapura a

25 mL em frascos volumétricos e a determinacao foi realizada por ICP-OES.

3.5 DESCONTAMINACAO DOS MATERIAIS UTILIZADOS

Os frascos e suportes de quartzo e os frascos de PTFE-TFM foram descontaminados no
forno micro-ondas antes de cada etapa da MIC, MAWD ou MAWD-UV com 6 mL de HNOs
14,4 mol L1 P.A., através do seguinte programa de aquecimento: i) 1000 W, durante 10 min;
i) 0 W, por 20 min. Apds o término do programa, o residuo acido foi descartado e os frascos

foram lavados com agua ultrapura e secos com ar comprimido.
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Todas as vidrarias e materiais de laboratorio utilizados foram previamente
descontaminados com HNO3 10% (v v'Y) por no minimo 24 h e posteriormente lavados com
agua ultrapura e secos com ar comprimido. O papel filtro utilizado na MIC foi descontaminado
com HNO3 20% (v v') em banho de ultrassom durante 30 min, sendo posteriormente lavado

com &gua e seco em capela de fluxo laminar.

3.6 OBTENCAO DOS VALORES DE REFERENCIA PARA REE EM INSETOS APOS
MAWD e CWD-0S

Para avaliar a exatiddo dos meétodos propostos, foram utilizados dois metodos de
referéncia (MAWD e CWD-OS). Para a obtencdo de valores de referéncia por MAWD, o
procedimento utilizado foi adaptado de trabalhos prévios . Aproximadamente 250 mg de
amostra previamente moida foram transferidos para o interior dos frascos de PTFE-TFM, e em
seguida foram adicionados 6 mL de HNO3 14,4 mol L™ sobre as amostras. Primeiramente, 0s
frascos foram deixados abertos e em repouso por cerca de 20 min, para a pré-rea¢do do HNO3
com a amostra. Apds, os frascos foram fechados, inseridos no rotor e transferidos para o forno

micro-ondas. Na Tabela 5 esta apresentado o programa de aquecimento utilizado.

Tabela 5 - Programa de aquecimento utilizado para a decomposi¢do de insetos por MAWD (método de referéncia)
* Etapa de resfriamento

Etapa Temperatura Rampa, min Tempo de p(_ermanéncia,
°C min

1 120 10 5

2 180 10 5

3 0 - 5

Apbs a decomposicdo, as solucdes resultantes foram transferidas para frascos
volumétricos e aferidas a 25 mL com &gua ultrapura. Na Figura 4 pode-se observar o aspecto
da amostra A apds decomposicdo por MAWD. A determinacdo de REE foi realizada por USN-
ICP-MS.
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Figura 3 - Amostra A ap6s decomposi¢ao por MAWD

Para a obtencdo de valores de referéncia por CWD-OS, aproximadamente 200 mg de
amostra foram pesados e transferidas para o interior dos frascos de vidro. Posteriormente, foi
realizada a adicdo de 6 mL de HNO3 14,4 mol L™ e 1 mL de H,0 e os frascos de vidro foram
levados ao bloco de decomposicdo. A decomposicao foi realizada por 4 h na temperatura de
100 °C. A Figura 5 ilustra algumas etapas envolvidas no método de CWD-OS.
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Figura 4 - Procedimento de CWD-OS para a decomposicao de insetos: A) Aspecto da amostra apés adicao
de 6 mL de HNOse 1 mL de H,O.. B) Etapa de decomposi¢éo das amostras e C) Solucéo final
ap6s CWD-CS.

Apdbs o término da decomposicdo e resfriamento dos frascos de vidro, as solugdes
resultantes foram recolhidas em frascos volumétricos e aferidas a 25 mL. A determinacgéo de
REE foi feita por USN-ICP-MS.

3.7 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS DE INSETOS PARA A POSTERIOR
DETERMINACAO DE REE POR USN-ICP-MS

Neste trabalho foram avaliados trés métodos de preparo de amostras de insetos para a
posterior determinacdo de REE por USN-ICP-MS. Os métodos propostos foram: i) MAWD
utilizando &cidos diluidos, i) MAWD-UV e iii) MIC. Cabe destacar que a MAWD com HNO3
14,4 mol L™ foi utilizada como método de referéncia (item 3.6), porém, adicionalmente, no
desenvolvimento do presente trabalho foi avaliada a utilizacdo de acidos diluidos como solucéo
de decomposicdo da MAWD. Os procedimentos utilizados para 0s métodos propostos serdo

descritos a seguir.

3.7.1 Decomposicao por via Umida assistida por micro-ondas

Na MAWD, 6 mL de solucdo de decomposic¢do foram transferidos para o interior de
frascos de quartzo. Apds, 500 mg de amostra foram transferidos para o0 mesmo frasco. Apos, 0s
frascos foram fechados, levados até o rotor e submetidos ao aquecimento por radia¢do micro-

ondas, conforme o programa descrito na Tabela 6.
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Tabela 6 — Programa de aquecimento utilizado para a decomposigao de insetos por MAWD (método
proposto)
*Etapa de resfriamento

Etapa Poténcia, W Rampa, min Tempo de permanéncia,
min
1 400 10 10
2 600 10 10
3" 0 - 20

Apos o resfriamento, as solucdes resultantes foram recolhidas em frascos volumétricos
e aferidas a 25 mL com &gua ultrapura. A determinacdo de REE foi realizada por USN-ICP-
MS.

Na MAWD foram otimizados 0s seguintes parametros experimentais: i) concentracao
de HNO; (de 3 a 7 mol L) e ii) utilizacdo de 1 mL de HCI para auxiliar na recuperacéo dos

analitos.
3.7.2 Decomposi¢ao por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas e ultravioleta

Na MAWD-UV, 5 mL de solucdo de decomposicdo foram transferidos para o tubo de
quartzo contendo no interior um dispositivo de PTFE da lampada UV. Apos, 500 mg de amostra
foram transferidos para o frasco de quartzo e mais 10 mL da solucdo de decomposicao foram
adicionados. Apa@s, o outro dispositivo de PTFE foi inserido na lampada e a mesma foi colocada
no interior do frasco de quartzo. Apds, os frascos foram fechados, levados até ao rotor e
submetidos a irradiacdo micro-ondas, conforme o programa de aquecimento apresentado na
Tabela 7.

Tabela 7 - Programa de aquecimento utilizado para a decomposi¢éo de insetos por MAWD-UV
*Etapa de resfriamento

Etapa Poténcia, W Rampa, min Tempo de permangncia,
min

1 400 10 10

2 700 10 10

3 0 - 20
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Apos o resfriamento, as solugdes resultantes foram recolhidas em frascos volumétricos
e aferidas a 30 mL com &gua ultrapura. A determinacdo de REE foi realizada por USN-ICP-
MS.

Na MAWD-UV foram otimizados o0s seguintes parametros experimentais: i)
concentragio de HNOs (de 0,5 a 3 mol L), ii) utilizagdo de H.0, como auxiliar de

decomposicdo e iii) utilizacdo de 1 mL de HCI para auxiliar na recuperacgdo dos analitos.

3.7.3 Combustao iniciada por micro-ondas

No procedimento da MIC, a amostra moida foi prensada como pellet. O pellet da
amostra foi posicionado sobre o suporte de quartzo, contendo um disco de papel filtro
umedecido com 50 pL de uma solugdo de NH4sNO3 6 mol L. Apds esta etapa, os suportes de
quartzo contendo a amostra foram inseridos nos frascos de quartzo contendo 6 mL de solucéo
absorvedora. Em seguida, os frascos foram fechados, fixados no rotor e pressurizados com 20
bar de O.. O programa de irradiacéo utilizado foi o seguinte: i) 900 W por 5 min (combustéo e
refluxo) e ii) 0 W por 20 min (resfriamento).

Ap0s o término do programa de irradiacéo e resfriamento dos frascos, o conjunto foi
retirado do forno micro-ondas e a valvula de alivio dos gases foi aberta. Entdo, as solucbes
resultantes foram transferidas para frascos volumétricos e o volume de 25 mL foi completado

com agua. Um resumo do procedimento é mostrado na Figura 6.
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Figura 5 - Procedimento realizado na MIC para a decomposicéo de insetos. A) Adicdo de NHsNOs; B)
Insercdo do pellet no suporte de quartzo; C) Insercdo do suporte no frasco de quartzo; D)
pressurizacao dos frascos com 40 bar de O, e E) Aspecto da solucéo resultante apés a MIC

Na MIC foram otimizados os seguintes parametros experimentais: i) massa de amostra
(100, 200, 300, 400, 500 e 600 mg), ii) concentragdo de HNOs (5, 7, 10 e 14,4 mol L), iii)
avaliagdo do uso de mistura de HCI 12 mol L™ e HNO3 14,4 mol L™t em diferentes proporgoes
(1+3, 2+1 e 3+1 (v/Vv)) e diferentes concentracdes (50, 75 e 100%), iv) avaliacdo da utilizacéo
de NH4CI (300, 400 e 500 mg) em conjunto com a amostra e v) avaliacdo da utilizacdo de
microcelulose cristalina como auxiliar de combustdo. A determinacdo de REE foi feita por
USN-ICP-MS.

3.8 DETERMINACAO DO TEOR DE CARBONO E DA ACIDEZ RESIDUAL

A concentracdo de carbono presente nas solugfes obtidas nos diferentes métodos de

preparo de amostras foi determinada por ICP-OES. Para isso, as amostras foram diluidas com
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agua e Y foi adicionado (nas amostras e nos padrdes da curva de calibracdo) como padréo
interno, com uma concentragdo final de 1 mg L. Antes da determinagéo, as amostras e solucdes
padrdes foram purgadas com Ar(), em uma vazdo de 0,1 L min’%, por 2 min para eliminar os
gases dissolvidos.

A determinacdo da acidez residual foi realizada através da titulacdo potenciométrica em
meio aquoso. Aproximadamente 150 mg das solugdes resultantes dos diferentes preparos de
amostras foram diluidos em 20 mL de &gua ultrapura. Apos, a titulacdo foi realizada com a
utilizagdo de uma solugdo de KOH 0,1 mol L (previamente padronizada com biftalato de

potéssio) como titulante.

3.9 RESUMO DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

No presente trabalho, foram investigados trés métodos de preparo de amostras (MAWD
com acidos diluidos, MAWD-UV e MIC) de grilos para a posterior determinacdo de REE por
USN-ICP-MS. Na Figura 7 é apresentado um fluxograma resumindo os métodos de preparo de

amostras e 0s parametros experimentais avaliados neste trabalho.
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Figura 6 - Resumo dos métodos de preparo de amostras e parametros experimentais

Insetos comestiveis Caracterizacao: determinagao de
macronutrientes e analise centesimal

Métodos de preparo de amostras para determinagao de REE por USN-ICP-MS

METODOS DE REFERENCIA | MAWD-UV_| _mic_

Massa deamostra Massa deamostra Mazsa deamostra
500 mg 500 mg 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mg
Massa deamostra ' '
250 mg Massadeamostra | - Concentraciode HNO, Solugio absorvedora
= 250 mg Concentragaode HNO, ¢
| 05 1,23 mol L HNO; 5, 7,10 e 14,4 mol LY
- | 3.5 72144 mol L T
Concentragaode N L agua regia 1+3, 1+2 e 3+1
HNO Concentragaode | Utilizagdo de H;0; : I
e :.l . HNO, Utilizagdo de HCI 1e2ml Agua régia 3+1
- me 144 mol L | I 50, 75 & 100%
' | Programa Utilizagdo de HCI .
Programa ilizaca
g | TR 10 min até 400 W I Utilizagao de celulose
iy 10 min até 120 *C Ny i Programa '
o . i)240 min a 100 *C ii} 10 min em 400W : . Massa de NH,CI
fiySmin em 120 *C i) 10 min até 600 W i} 10 min ate 400 W
.. . . . iy 30 min resfriamento . . 300, 400 & 500 mg
310 te 180 *C 10 400 W !
i) 10 min ate )10 min em 600 W iy 10 min em |
i) S I'I1II'I-EITI 180 I: v) 20 min a 0 W r.rr]l1l}m?n ate 500 W Programa
v} Resfriamento ate iv) 10 min em 600 W i) 1400 W por 15 minutos
55 °C v) 20 min a 0W iiy 0 W por 20 minutos

Determinagao de REE por USNICP-MS

MAWD: Decomposicdo por via Umida assistida por radiagdo micro-ondas.
CWD-0S: Decomposicao por via imida com aquecimento convencional em sistema aberto.

MAWD-UV: Decomposic¢ao por via imida assistida por radiacdo micro-ondas e ultravioleta.
MIC: Combustéo iniciada por micro-ondas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a
avaliacao dos métodos de preparo de amostras de insetos para a posterior determinagdo de
REE por USN-ICP-MS. Posteriormente, as principais caracteristicas dos métodos otimizados
serdo discutidas de forma comparativa. As melhores condicGes foram selecionadas com base
na concordancia com o método de MAWD.
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4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste trabalho foram caracterizadas quanto & composicao
centesimal (teor de proteinas, lipideos, umidade, cinzas e carboidratos) e em relagdo a
concentragdo de alguns macronutrientes (Ca, Na, K, Mg, Mn e Fe). Na Tabela 8 estdo

apresentados os resultados da composicéo centesimal.

Tabela 8 - Composicéao centesimal das amostras de insetos (média + SD). Resultados expressos em %

(9/1009)
Amostra Proteina Lipidios Umidade Cinzas Carboidratos
A 50,8 £ 0,02 23,9+0,39 7,75+£0,13 4,59+ 0,03 12,9 £ 0,34
B 57,4+ 0,43 15,2 +£ 0,40 10,3+£0,13 4,98 +0,07 12,1 £0,78
C 58,2+ 0,93 21,3+0,94 3,92+£0,06 4,16+ 0,09 12,4 +£ 0,20

De maneira geral, a composicao centesimal dos insetos é similar, o que ja era esperado
por serem trés amostras da mesma espécie. Como se tratam de amostras de insetos cultivados,
as pequenas variacbes composicionais estdo associadas principalmente as diferencas na
composicéo da racéo e local de cultivo “°. Como pode ser observado na Tabela 7, as amostras
sdo constituidas majoritariamente por proteinas (50,8 a 58,2 %), lipideos (15,2 a 23,9 %) e
carboidratos (12,1 a 12,9 %). E importante salientar que grande parte dos carboidratos presentes
nos insetos estdo na forma de quitina (entre 4,3 e 7,8% para grilos) 8, o que pode dificultar a
decomposicdo completa das amostras durante o preparo, como citado anteriormente. Estes
resultados estdo de acordo com os valores obtidos em estudos composicionais realizados por
Ordofiez-Araque et al.®> e por Rumpold e Schluter °,

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados obtidos na determinacdo de
macronutrientes por ICP-OES, em mg kg™ apds decomposicdo das amostras por MAWD. O
procedimento utilizado para o preparo das amostras e para a determinacdo dos macronutrientes

estdo descritos no item 3.4 (Materiais e métodos).
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Tabela 9 - Composicao de macronutrientes nas amostras de insetos (média + SD, n=3)

Amostra Ca Fe K Mg Mn Na Ba
A 1920 +46 652+43 5610+171 840+15 114+3  2260+73 8,66+0,45
B 1510+ 14 490+3 7840+50 1080+11 44,7+0,8 2160+35 4,72+0,13
C 1160 +97 56,0+4 7540+329 908+34 150+1,5 3350+196 <O0,11

Resultados expressos em mg kg

Observa-se uma consideravel variacdo na concentracdo de alguns elementos nas
amostras, como Fe (56 a 652 mg kg?), K (5610 a 7840 mg kg™), Mn (15 a 114 mg kg?) e Na
(2160 a 3350). A amostra “A” apresentou as maiores concentracdes de Ca (1920 mg kgl), Fe
(652 mg kg?), Mn (114 mg kg™) e Ba (8,66 mg kg™). A amostra “B” apresentou maiores
concentragdes de K (7840 mg kg*) e Mg (1080 mg kg?). J& a amostra “C” apresentou a maior
concentragdo de Na (3350 mg kg?). De acordo com Payne et al.*°, em insetos cultivados o
perfil mineral pode sofrer alteragfes principalmente por diferencas na composi¢éo da racao.

Tambeém pode ser observado que, dos macronutrientes determinados, o K é o majoritario
nas trés amostras, seguido por Na e Ca. Esta mesma relacéo de concentracdo pode ser observada
nos resultados apresentados por Rumpold e Schluter'® para amostras da mesma espécie (Acheta
domesticus).

E importante salientar que altas concentracbes de elementos facilmente ionizaveis,
como Na e K, podem alterar as caracteristicas do plasma do ICP-MS, podendo causar
interferéncias na etapa de determinacdo '2°. Conforme relatado por Druzian !° em
concentragdes superiores a 50 mg L de Na e K podem ser observados efeitos de supressio de
intensidade do sinal para os REE. A concentracdo de K em solucdo nas amostras A, B e C
correspondem a, aproximadamente, 112, 157 e 151 mg L, respectivamente (considerando a
massa de amostra e o volume de afericdo utilizados no método de preparo). Portanto, para evitar
possiveis interferéncias por altas concentrac@es de K na etapa de determinagdo por USN-ICP-
MS, uma diluicdo de no minimo 4 vezes para as amostras “B” e “C” e de 3 vezes para a amostra
“A” se faz necessaria. Considerando individualmente a concentracdo de Na, somente a amostra
C necessita de uma diluicdo prévia de 2 vezes (concentracdo de Na em solucdo de
aproximadamente 67 mg L™?).

Com relacdo as interferéncias causadas por Ba na etapa de determinacdo de REE com a
técnica de ICP-MS, alguns trabalhos relatam possiveis interferéncias poliatdmicas pela
formacdo de dxidos e hidroxidos 1315, Segundo Pereiral®, concentragGes de Ba acima de 150

ng L podem causar interferéncias na determinacgdo de REE por USN-ICP-MS. Cabe ressaltar
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gue somente as amostras A e B apresentaram concentrag¢des de Ba acima do LOQ (0,11 mg kg
1), sendo que a amostra A apresenta a maior concentragéo (aproximadamente 173 mg L™ em
solucdo), necessitando uma diluicdo minima de 2 vezes previamente a determinacdo de REE
por USN-ICP-MS. Para a amostra B, interferéncias quanto a presenca de Ba sdo praticamente

despreziveis.
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4.2 DETERMINACAO DE REE EM INSETOS APOS MAWD E CWD-0S (OBTENCAO
DE VALORES DE REFERENCIA)

Para a obtencgdo de valores de referéncia, dois métodos de preparo de amostras adaptados
de trabalhos prévios foram utilizados °>". Os procedimentos estdo descritos no item 3.6
(Materiais e métodos). Os resultados obtidos para em ambos os métodos estdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de referéncia para REE obtidos por USN-ICP-MS ap6s a decomposicdo das amostras por
MAWD e CWD-0OS (média + SD, n=3)

Concentracéo, ng g*

Elemento Amostra A Amostra B Amostra C
MAWD CWD-0S MAWD CWD-0S MAWD CWD-0S

Y 389 £ 16 372 £23 251 £10 223 £ 12 < 82* < 88*
La 727 +£46 785+ 200 452 + 32 < 585* < 145* < 585*
Ce 1350 £ 55 1370 %140 843+ 72 860 = 57 <169* <540*
Pr 173+ 9 159 + 21 97,9+9/1 106 £5 < 23* <93*
Nd 608 * 26 582+ 72 374 £ 25 339+15 < 58* <131*
Sm 136 + 14 123 +19 <71* < 76* <71* <76*
Eu 31,8+44 < 62* 141+0,8 < 62* 1,54 + 0,27 <62*
Gd 120+ 7 < 142* 62,4 +25 < 142* 519+1 < 142*
Th 284+39 26111 7,57+0,30 6,93+04 <6,1* <6,6*
Dy 86,2 +£4,7 <78* 38,8+ 1,6 <78* 4,40 £ 0,76 <78*
Ho 232+41 249+18 8,16 £ 0,29 <7.2* <4,6* <7,2*
Er 48,6 7,3 47,777 228+0,8 20,9+0,9 <3,9* <6,9*
Tm 22,7+£33 19976 <3,9* <4,7* <3,9* <4,7*
Yb 296 +£1,2 32,16 165+13 189+15 <5,6* < 15*
Lu 169+29 151+0,7 <8,4* <9,5* <8,4* <9,5*

*LOQ obtido por USN-ICP-MS

Como pode ser observado na Tabela 10, de maneira geral, a amostra A (grilo da China)
apresentou as maiores concentracbes de REE, a amostra B (grilo do Brasil) apresentou
concentragdes intermedidrias e a amostra C (grilo da Tailandia) apresentou as menores
concentragcdes de REE. Estes resultados podem estar associados a exploracdo e mineracdo de

REE, onde a China se destaca como o maior produtor mundial destes elementos 2,
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N&o houve diferenca significativa (teste t-student, 95% de confianga) entre os valores
obtidos ap6s MAWD e CWD-OS. Porém, devido aos altos teores de carbono nos digeridos (>
7000 mg L1), o método CWD-OS apresentou LOQs elevados em comparagio com a MAWD,
impossibilitando a quantificagdo de Eu, Gd e Dy na amostra A, La, Sm, Eu, Gd, Dy, Ho, Tme
Lu na amostra B e todos os analitos na amostra C. A presenca de concentracdes relativamente
altas de carbono em solucéo pode causar interferéncias espectrais e ndo-espectrais na etapa de
determinacdo por ICP-MS 1°%2 Desta forma, foi necessario empregar um fator de diluico
minimo de 30 vezes nas amostras apds a CWD-OS, aumentando consideravelmente os LOQs
do método. Na MAWD os teores de C em solucdo foram um pouco menores (de 3419 a 3072
mg L1). Portanto, um menor fator de diluicdo (20 vezes) foi necessario, resultando em melhores
LOQs. Portanto, por permitir a comparagdo de um maior numero de analitos considerando todas
as amostras, a MAWD foi escolhida como metodo de referéncia para a comparacdo dos

resultados.

4.3 AVALIACAO DE METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A POSTERIOR
DETERMINACAO DE REE EM INSETOS POR USN-ICP-MS

Para a avaliacdo dos métodos de preparo de amostra propostos no presente trabalho, foi
selecionada, arbitrariamente, a amostra “A”.

Durante a otimizacdo dos métodos propostos (MAWD, MIC e MAWD-UV) procurou-
se condi¢cdes com baixas concentracfes de acido e C residual, parametros diretamente ligados
as interferéncias na etapa de determinacdo por ICP-MS. Ademais, quando possivel, buscou-se
procedimentos que proporcionassem alta frequéncia analitica e que fossem de facil execucéo.
A eficiéncia de decomposicdo dos métodos foi avaliada através da determinacéo do teor de C e

acidez nos digeridos.

4.3.1 Decomposicao por via Umida assistida por micro-ondas

No presente trabalho, o0 método de MAWD foi investigado para a decomposicédo de
amostras de insetos para a posterior determinacdo de REE por USN-IPC-MS, tendo como
objetivo a utilizacdo de solugdes &cidas mais diluidas em comparacdo com o método de
referéncia (HNOs 14,4 mol L?).
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E importante salientar que ndo foram encontrados na literatura trabalhos utilizando
MAWD com solugdes acidas diluidas para a posterior determinacdo de REE em amostras de
insetos.

Para a otimizago da concentragdo de HNOs (3 a 7 mol L) foram utilizados 500 mg de
amostra. Para isso, frascos de quartzo foram usados, pois suportam uma presséo interna maior
(80 bar) em relacdo aos frascos de PTFE —TFM utilizados pelo método de referéncia (35 bar),
permitindo a utilizacdo de uma maior massa de amostra. Os sistemas de digestdo que permitem
0 uso de massas de amostras relativamente altas devem ser considerados quando os analitos
estdo presentes em baixas concentracfes. Além disso, 0 uso de massas maiores pode reduzir
problemas de heterogeneidade de algumas amostras 22, O programa de radiacio utilizado foi
adaptado de um trabalho prévio *° estd descrito na Tabela 6 (Materiais e Métodos). Além da
concentracdo de HNOs também foi avaliada a utilizacdo de 1 mL de HCI para auxiliar na

recuperacao dos REE.

4.3.1.1 Avaliacédo da concentracdo de HNOs

Altos teores de acidez nos digeridos podem causar interferéncias que acarretam na
supressao de sinal durante a etapa de determinacdo por ICP-MS, necessitando sucessivas
diluicBes dos digeridos e por consequéncia o aumento dos LOQs %22, Além disso, a utilizacio
de solugdes acidas diluidas colabora com os principios da quimica “verde”, diminuindo a
geracdo de residuos e custos do metodo. Neste sentido, foi avaliada a utilizagdo de HNOz diluido
(de 3 a 7 mol L) como solucéo de decomposicdo na MAWD. Adicionalmente, para fins de
comparacéo dos resultados, a concentracio de 14,4 mol L™ também foi utilizada. Na Figura 8
é possivel observar os aspectos dos digeridos apds a avaliacdo de diferentes concentracfes de
HNOa.
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Figura 7 - Aspecto dos digeridos obtidos apés MAWD em frascos de quartzo usando: A) 3 mol L, B)
5mol L%, C) 7 mol L*e D) 14,4 mol L

Na Figura 8 pode-se verificar que quanto menor a concentracao de acido utilizada, mais
amarelada ficou a colocacdo do digerido. Quando as concentraces de 5 e 7 mol L™ foram
utilizadas, os digeridos apresentaram coloracdes levemente amareladas. Porém, quando foi
utilizada a concentracdo de 3 mol L o digerido apresentou uma coloragdo fortemente
amarelada e um aspecto mais viscoso. Posteriormente, a concentracdo de C e acidez residual
foram determinadas nos digeridos e os resultados podem ser observados na Figura 9.

Figura 8 - Concentragdo de C (barras) e acidez residual (linha) nos digeridos obtidos ap6s MAWD.
Condigdes: 500 mg de amostra e 6 mL de HNO; em diferentes concentracdes
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Conforme o esperado, a concentracdo de carbono nos digeridos diminuiu com o
aumento da concentragdo de HNOs. Quando usada a concentragdo de 3 mol L de HNO3 o
carbono nos digeridos aumentou consideravelmente (6208 mg L) em comparagdo com as
outras condicBes (458 a 1265 mg L), o que ja era esperado pela coloragdo amarelada
apresentada pelo digerido. Ainda, a condigdo de 3 mol L™ de HNO3 apresentou maiores valores
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de RSD para C (22%), quando comparado com as demais condicdes (2 a 11%). Por outro lado,
a concentracdo residual de HNOsz diminuiu proporcionalmente a diminui¢do da concentracdo
de HNOgzinicial, com uma reducéo de cerca de 77% de 14,4 mol L™ para 3 mol L. Os valores
de acidez residual apresentados nas 4 condic¢Oes foram de 15, 17, 37 e 69% para 3, 5, 7 e 14,4
mol L, respectivamente, que correspondem aos respectivos valores de acidez final: 0,1, 0,2,
0,6 € 2,3 mol L't de HNOs.

De acordo com resultados obtidos em trabalho anterior 1°, digeridos com concentragdes
acima de 1000 mg L™ de C apresentam interferéncias na determinagio de REE por USN-ICP-
MS, enquanto que para HNOs, foi comprovado que concentracdes de até 1,4 mol L ndo
apresentam supressao no sinal dos REE na etapa de determinagdo por USN-ICP-MS 23, Neste
aspecto, o uso do nebulizador ultrassdnico se torna importante, visto que grande parte do acido
é removido durante o processo de dessolvatacdo, diminuindo os efeitos de supressdo de sinal
causados HNOs, quando em comparagdo com o nebulizador concéntrico &7,

Nesse sentido, somente a condigdo com 7 mol L™ de HNOs possibilitaria a determinacéo
direta dos REE, sem a necessidade de uma etapa de diluicdo, pois menores concentracdes de
HNO; (3 e 5 mol L) apresentaram digeridos com concentracdes de carbono > 1000 mg L*,
enquanto que a maior concentracdo de HNO3 (14,4 mol L) apresentou acidez final do digerido
> 1,4 mol L. No entanto, como citado anteriormente, devido as altas concentragdes de K, 0s
digeridos devem ser diluidos de 3 a 4 vezes para evitar efeitos de supressdo de sinal causados
pela presenca deste elemento em concentragdes acima de 50 mg L. Portanto, nesse caso, pode-
se considerar que a concentracdo de K nas amostras € o fator limitante para determinar a
diluicdo utilizada. Porém, métodos que utilizam acidos diluidos apresentam a vantagem de
serem ambientalmente mais amigaveis, aléem de proporcionarem menores brancos e por
consequéncia, menores LOQs. Nesse sentido, foram realizadas as determinacGes de REE na
amostra “A” nos digeridos obtidos apds a utilizacdo das concentragdes de 3, 5 e 7 mol L de
HNO3s como solucéo de decomposicao. Os resultados estdo expressos em concordancia com o

método de referéncia na Figura 10.
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Figura 9 - Concordancia entre o método proposto e o método de referéncia (MAWD com HNO; 14,4 mol
L) para (A) Y, La, Ce, Pre Nd, (B) Sm, Eu, Gd, The Dy e (C) Ho, Er, Tm, Ybe Lu. A
linha tracejada representa 100% de concordancia com o método de referéncia. Condigéo: 500
mg de amostra e 6 mL de solugéo de decomposi¢do
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Na Figura 10 pode ser observado que quando foi utilizada a concentracio de 3 mol L
a concordancia (exceto para Tm, 99%) foi extremamente baixa, entre 15 (Dy) e 65% (Lu) e
com altos RSDs para a maioria dos elementos (até 72%, para Dy). Além disso, para Ho o
resultado ficou abaixo de LOQ (0,8 ng L). Esses resultados podem ser explicados pela baixa
eficiéncia de decomposicdo apresentada nessa condigdo (teor de C > 6000 mg L), pois a
amostra ndo foi totalmente decomposta e os analitos ndo foram totalmente liberados em
solugdo. Como citado anteriormente, as amostras de grilos apresentam teores de quitina
relativamente altos (entre 4,3 e 7,1%) 8 o que pode dificultar a completa decomposicéo da

amostra quando &cidos diluidos sao utilizados.
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Os resultados obtidos para as concentracdes de 5 e 7 mol L foram semelhantes. Altos
valores de RSD foram obtidos para Ho (21% para 5 mol L™ e 33% para 7 mol L™1). Ja para os
demais analitos, RSDs relativamente baixos foram obtidos (entre 4% (Gd) e 10% (YY) quando a
concentracéo de 5 mol L foi utilizada e entre 4% (Gd) e 7% (Eu) quando a concentragdo de 7
mol L foi utilizada). Concordéncias entre 90 e 110% com o método de referéncia foram
obtidas para parte dos REE (Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Gd, Tb, Er, Tm e Lu), porém para Eu, Gd,
Dy e Ho ambas as condicdes apresentaram concordancias abaixo de 90%. Ademais, com 5 mol
L se obteve uma concordancia de 83% para Yhb.

E sabido que os REE formam oxidos com facilidade e podem formar compostos
estaveis, como o0xidos ternarios, com outros metais, impossibilitando a solubilizacdo completa
dos REE na solucio de decomposicdo *1°. As baixas concentracdes obtidas para Eu, Gd, Dy e
Ho podem ser explicadas pela formacdo destes compostos refratarios na parede dos frascos de
quartzo quando HNO3 diluido é utilizado.

Em um trabalho anterior, Bulska et al.*?* relacionaram erros negativos na determinagio
dos REE em CRMs de plantas por ICP-MS a presenca de Si na matriz dos CRMs (entre 0,4 e
0,6%). Segundo os autores, pequenas particulas de silica formadas durante a decomposic¢éo das
amostras poderiam estar adsorvendo os REE. Em amostras com baixo teor de Si (cerca de
0,06%) o fendmeno néo foi observado. Apds a utilizacdo de HF para decompor as particulas de
silica e a separacdo de Si por cromatografia idnica, os resultados dos REE se adequaram aos
valores certificados, comprovando a adsorcdo dos REE pelas microparticulas de silica. com
base naquele trabalho, foi realizada a determinacao de Si nas amostras de insetos por ICP-OES.
As amostras A e B apresentaram Si em sua composi¢do (561 + 34 mg kg e 817 + 41 mg kg™,
respectivamente). Porém, as concentrac6es de Si, relativamente baixas, possivelmente ndo sao
suficientes para promover a adsor¢do dos REE.

O HCI é conhecido por apresentar maior eficiéncia que acidos oxidantes na
solubilizacdo de muitos Oxidos metalicos, transformando-os em cloretos solGveis 2, como ja
demonstrado em trabalhos prévios 1%12° Dessa forma, com o objetivo de aumentar a

solubilidade dos REE, foi testada a utilizacdo de HCI na solucdo de decomposicao.

4.3.1.2 Avaliacao do uso de HCI

O HCI pode auxiliar a formacdo de compostos sollveis durante o processo de

decomposicdo das amostras, evitando a formacdo de compostos refratarios e auxiliando na
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solubilizacdo completa dos REE na solucdo de decomposicdo. Além disso, o ion cloreto atua
complexando diversos ions metalicos, auxiliando na retencdo desses destes ions em solugéo 23,

Assim, com o objetivo de aumentar a concordancia com os valores de referéncia para
Dy, Eu, Gd e Ho, foi adicionado 1 mL de HCI 12 mol L? juntamente a solucio de
decomposicdo. Para isso, optou-se por utilizar a condicdo com a solucdo de decomposicao de
HNOs 5 mol L%, no intuito de priorizar a utilizagdo de solugdes diluidas, mas considerando
também os resultados obtidos na determinacdo de C nos digeridos. Os resultados estdo
expressos na Figura 11 na forma de concordancia com os resultados obtidos pelo método de

referéncia.
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Figura 10 - Concordancia entre 0 método proposto e o0 método de referéncia (MAWD com HNO; 14,4
mol L%) usando 5 mol L-*de HNO3; com e sem 0 emprego de 1 mL de HCI 12 mol L para
(A)Y, La, Ce, Pre Nd, (B) Sm, Eu, Gd, Tbe Dy e (C) Ho, Er, Tm, Ybe Lu. A linha tracejada
representa 100% de concordancia com o método de referéncia. Condigao: 500 mg de amostra
e 6 mL de solugdo de decomposi¢éo
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Como pode ser observado na Figura 11, a utilizacdo de 1 mL de HCI proporcionou um
significativo aumento nos valores de concordancia para Dy (de 86 para 95%), Eu (de 76 para
94%), Gd (de 89 para 97%), Ho (de 29 para 89%) e Yb (de 87 para 103%). Também pode ser
observado um aumento nas concentragdes de outros elementos, como Y, La, Ce, Pr, Nd e Sm.
Com isso, as concordancias com o método de referéncia ficaram entre 90% (Ho) e 106% (Tm).
Além disso, os RSDs para Ho melhoraram significativamente (de 21 para 45%). Os demais

RSDs permaneceram abaixo de 10%.
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Os resultados obtidos demonstram que a presenca de HCI na solucdo de decomposic¢ao
teve um importante papel facilitando a solubilizagdo dos analitos, evitando a formagéo de
compostos insolGveis, como ja demonstrado em trabalhos prévios 12°1% . Com isso, 6 mL de
HNO3 5 mol L™ + 1 mL de HCI 12 mol L™ foi escolhida como a solugdo de decomposicéo ideal
para o preparo de amostras de insetos por MAWD para a posterior determinacdo de REE por
USN-ICP-MS. E importante salientar que apesar de elevar a acidez dos digeridos finais, o HCI
ndo apresenta o mesmo efeito que o HNO3 na etapa de determinacdo dos REE. Como ja
demonstrado em trabalho anterior 1°, as mudangas nas propriedades fisicas das solugdes na
presenca de até 30% HCI ndo sdo suficientes para modificar a formacéo do aerossol pelo USN.
Portanto, a utilizacdo de 1 mL de HCI ndo implica em um maior fator de diluicdo dos digeridos
antes da etapa de determinacdo. Dessa forma, a determinacdo de REE nos digeridos obtidos
pela MAWD com HNOs diluido (método proposto) pode ser realizada com a utilizagdo de um
fator de diluicdo de apenas 3 vezes (diluicdo minima necessaria para contornar interferéncias
na etapa de determinacdo, causadas pela concentracdo de K presente nas amostras, como

mencionado anteriormente).

4.3.1.3 Avaliacdo da exatiddo da MAWD com solucéo acida diluida

Apls a otimizacdo da solucdo de decomposicdo de MAWD para a posterior
determinacdo de REE em insetos por USN-ICP-MS, avaliou-se a exatiddo do método. Para isso,
empregou-se 0 CRM BCR-668, que foi submetido ao preparo de amostra por MAWD e a
determinacdo dos REE realizada por USN-ICP-MS. Na Tabela 11 estdo expressos os valores
certificados e os resultados obtidos ap6s a decomposi¢do por MAWD utilizando o método
proposto para Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Th, Dy, Er, Tm e Lu. Para Ho e Yb o material

ndo apresenta valores certificados, somente valores indicativos.
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Tabela 11 - Concentragdo dos REE no CRM BCR-668 obtidos por USN-ICP-MS ap6s MAWD (método
proposto) e valores certificados, em ng g (média + SD, n=3)

Analito MAWD Valor certificado

Y 60,5+ 4,2 50+5

La 79,5+3,9 80+6

Ce 93,2+ 3,8 89+7

Pr 11,6 £0,5 12,3+ 1,1
Nd 54,7+23 54 + 4
Sm 12,2 +£0,6 11,2 +0,8
Eu 2,91 +£0,12 2,79 £0,16
Gd 12,6 £ 0,6 13+ 0,6
Th 1,89+ 0,15 1,62 +0,12
Dy 8,15 + 0,34 8,9+ 0,6
Ho 1,91+0,10 1,8+ 0,6
Er 4,12 +0,18 45+0,5
Tm <0,84* 0,48 + 0,08
Yb 2,67+0,14 2,8+0,5
Lu <0,52* 0,389 + 0,024

*LOQ obtido por USN-ICP-MS

N&o houve diferenca significativa entre os valores obtidos pelo método proposto e 0s
valores certificados (teste t-student, 95% de confianca) para Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb,

Dy, Ho, Er e Yb, demonstrando que a MAWD com &cidos diluidos é adequada para o preparo

de amostras de insetos para a posterior determinacdo de REE por USN-ICP-MS. Os elementos

Tm e Lu apresentaram valores abaixo de LOQ e ndo puderam ser quantificados pelo método

proposto. Vale destacar que apesar da utilizagio de 1 mL de HCI 12 mol L, LOQs do método

proposto ficaram abaixo dos valores do método de referéncia, o que pode ser explicado pelo

menor volume de HNOs utilizado e pelo menor fator de diluicdo utilizado antes da etapa de

determinacéo.
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Apos a otimizacdo da solucdo de decomposicdo da MAWD para a decomposi¢do de

insetos, foi realizada a determinacdo de REE nas amostras utilizadas no presente estudo. Na

Tabela 12 estdo apresentados os resultados obtidos para as amostras “A”, “B” e “C”.

Tabela 12 - Determinagdo de REE em insetos apés MAWD (método proposto). Resultados em ng g*
(média + SD, n=3)

Analito Amostra A Amostra B Amostra C
Y 396 * 32 251 £ 12 54,5 £ 8,6
La 704 £ 34 482 £ 54 75,744
Ce 1390 £ 70 904 + 101 81,1+5,6
Pr 166 + 10 104 £ 6 7,28 £0,28
Nd 623 £41 380 £ 30 279+19
Sm 131+8 64,9 +£ 3,5 <76
Eu 299+15 149+13 1,63 +0,70
Gd 117 +1 66,1 + 6,8 5,25+0,18
Th 299+11 7,02 +£0,84 < 0,46
Dy 81,8+29 43,6 £ 2,6 4,36 £ 0,09
Ho 20,6 £ 0,6 8,27 £ 0,72 <0,37"
Er 45,0+0,9 214+11 <0,17"
Tm 23,9+0,2 1,38 £ 0,16 1,47 £ 0,55
Yb 30,5+1,9 16,8 £ 0,5 2,9+0,14
Lu 151+10 2,44 £ 0,31 <0,52"

*LOQ obtido por USN-ICP-MS

Como pode ser observado na Tabela 12, a utilizacdo de uma solucdo de decomposi¢édo

diluida possibilitou a quantificacdo de Sm, Tm e Lu na amostra “B” (grilo do Brasil) e de Y,

La, Ce, Pr, Nd e Yb na amostra “C” (grilo da Tailandia), que ficaram abaixo do LOQ do método

de referéncia. Além do método proposto possibilitar uma menor diluicdo das amostras antes da

etapa de determinacdo dos analitos por USN-ICP-MS (quando comparado ao método de

referéncia), o menor volume de acido utilizado proporcionou menores valores de branco e

consequentemente também influenciou na obtencdo de menores LOQs. Além disso, a

possibilidade de utilizacdo de uma maior massa de amostra (500 mg) em comparagdo com a

massa utilizada no método de referéncia (250 mg) também foi um fator importante para
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proporcionar a diminui¢do dos LOQs do método proposto. Os analitos Sm, Th, Ho, Er e Lu

ainda apresentaram valores abaixo do LOQ para a amostra C.

4.3.2 Decomposicao por via Umida assistida por radia¢do micro-ondas e ultravioleta

O método de MAWD-UV foi avaliado para o preparo de amostras de grilos para a
posterior determinacdo de REE por USN-ICP-MS, com o objetivo de utilizagdo de solucbes
acidas mais diluidas em comparagdo com o método de MAWD proposto (HNOz5 mol L™ + 1
mL de HCI 12 mol L). O procedimento e programa de radiagdo utilizados na MAWD-UV
estdo descritos no item 3.7.1 (Materiais e Métodos).

No método de MAWD-UV, utilizou-se uma massa de amostra de 500 mg e a avaliacéo
da concentragdo de HNO3 (2 e 3 mol L) foi realizada. Em uma segunda etapa foram avaliadas

as utilizacdes de H>O- e de HCI como auxiliares na decomposic¢ao das amostras.

4.3.2.1 Auvaliacdo da concentracdo de HNO3

Como mencionado anteriormente, o uso simultdneo da radiacdo micro-ondas e UV
permite a utilizacdo de solucdes de decomposicao mais diluidas em comparagdo com o método
de MAWD. Nesse viés, as concentracdes de HNOs de 2 e 3 mol L™ foram avaliadas como
solucdo de decomposicdo para 0 método de MAWD-UV. Na Figura 12 pode ser observado o

aspecto dos digeridos.
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Figura 11 - Aspecto dos digeridos obtidos apés MAWD-UV usando HNOs: A) 2 mol L*e B) 3 mol L*

Como pode ser observado na Figura 12, quando a concentracdo de HNO3 de 2 mol L™ foi
utilizada, o digerido apresentou um aspecto amarelado e mais viscoso, demonstrando uma
menor eficiéncia de decomposi¢do. Porém, quando a concentracao de HNOj3 foi aumentada para
3 mol L o digerido apresentou um aspecto limpido. Na Figura 13 pode ser observada uma
comparacdo entre os digeridos da MAWD e da MAWD-UV com a mesma concentracdo de
HNOs (3 mol L). E possivel observar através da coloragdo dos digeridos que a MAWD-UV
apresentou uma melhor eficiéncia de decomposicédo, 0 que ja era esperado. Isso ocorre porque
na presenca de agentes oxidantes (ex. HNOz) a radiacdo UV promove a formagéo de radicais

livres que proporcionam a oxidagéo sucessiva das moléculas organicas até a forma de CO2 %,



74

Figura 12 — Aspecto dos digeridos com 3 mol Lt do método: A) MAWD e B) MAWD-UV

No intuito de diminuir ainda mais a concentracdo de HNOs3, avaliou-se a utilizacdo de
H>0> como auxiliar na decomposicéo das amostras por MAWD-UV. Além de atuar como uma
fonte de Oz, quando exposto & radiacdo UV o H20. se decompde em radicais hidroxila, que sdo
altamente reativos e responsaveis por iniciar uma cadeia de reacdes que degradam e convertem
a matéria organica presente na amostra a CO2. Além disso, o H20> atua no processo de
regeneracdo do HNOs, contribuindo na manutencdo da concentragdo e viabilizando a utilizag&o
de solucdes diluidas de HNOs; na decomposicdo de amostras 2127, Diante disso, com a
finalidade de reduzir a concentracdo de HNOs sem comprometer a eficiéncia de decomposigéo
das amostras, foram avaliadas combinagdes de 1 e 2 mL de H20, e HNO30,5, 1 e 2 mol L™,

Na Figura 14 podem ser observados os aspectos dos digeridos apés MAWD-UV com a

utilizacdo de diferentes combinagdes de H2.0, e HNO3 como solucéo de decomposicao.
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Figura 13 — Aspecto dos digeridos ap6s MAWD-UV com a utilizagdo de combinagdes de H,O, e HNO;
como solucdes de decomposicio nas seguintes condigdes: A) HNOz 0,5 mol L™ + 2 mL de
H,0;, B) HNO3 1 mol L + 2 mL de H,0,, C) HNO3; 2 mol L + 2 mL de H,0; e D) HNO3
2mol L+ 1 mL de H,0;

De acordo com a Figura 14, as Unicas combina¢fes que promoveram um digerido
limpido foram com a associacdo de HNO3; 2 mol L™ + 2 mL de H20, e HNO3 1 mol L™ + 2
mL de H>O». A utilizacdo de somente 1 mL de H20. n&o foi o suficiente para melhorar a
eficiéncia de decomposicdo quando 2 mol L* de HNO3 foram utilizados, promovendo um
digerido amarelado, como mostrado na Figura 14 (D). Também pode ser observado na Figura
14 (A) que quando a concentracdo de HNOj3 foi reduzida para 0,5 mol L™ a decomposicio da
amostra ndo foi completa, restando material particulado dentro do frasco de decomposi¢do. O
residuo obtido foi entdo coletado e levado para analise por microscopia eletronica de varredura
(MEV) no modo de espectroscopia de energia dispersiva (EDS). A composicao do residuo pode

ser observada na Figura 15.
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Figura 14 - Espectro de energia dispersiva do residuo remanescente da decomposic¢ao incompleta da

amostra “A”.

12 cps/eV
10+

8_.

6_

. C 0] Al Si

4_.

.

D_ ' 1 1 | L 1 T T_.Hh L | 1 T I ) | L 1 1 T

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

keV

A presenca de carbono no residuo foi verificada no espectro de EDS, comprovando a
presenca de constituintes organicos (por exemplo, quitina) que ndo foram completamente
decompostos. Quando a amostra ndo esta completamente decomposta, resultados imprecisos
podem ser obtidos na etapa de determinagdo, pois os analitos podem ndo ser totalmente
solubilizados %. Além disso, a presenca de particulas sélidas na amostra pode ser um problema
na etapa de determinacéo pela técnica ICP-MS, pois pode causar obstrucdes no nebulizador e
nos capilares do sistema de introducdo da amostra. Adicionalmente, também pode ocorrer
deposicdo de carbono nos cones de amostragem e skimmer, aumentando a periodicidade de
manutencéo do equipamento 8,

Apos as avaliagdes da concentragdo de HNO3 na solucéo de decomposicgdo e do uso de
H>0- foi possivel separar 3 condi¢des que obtiveram digeridos com aspectos limpidos e sem a
presenca de material particulado (15 mL de HNO3 3 mol L, 15 mL de HNO3 2 mol L™ + 2 mL
de H,02 e 15 mL de HNO3z 1 mol L + 2 mL de H20,). A eficiéncia de decomposicéo das 3
condices foi entdo avaliada através da determinacdo de carbono em solugéo e acidez residual
dos digeridos. A concentracdo de carbono e a acidez residual da condi¢cdo com a solucdo de
HNO3 2 mol Lt sem a presenca de H2O, também foram avaliadas para fins de comparacio. Os

resultados estdo expressos na Figura 16.
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Figura 15 - Concentracdo de C (barras) e acidez final (linha) nos digeridos obtidos ap6s MAWD-UV.
Condigdes: 500 mg de amostra e 15 mL de HNO3z em diferentes concentra¢es, com e sem

2 mL de H,0,
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Como pode ser observado na Figura 16, a condi¢cdo com maior concentracéo de C (2403
mg L) foi com 2 mol L™ de HNO3 sem a presenca de H.O>, 0 que ja era esperado devido ao
aspecto da solugdo. Quando 2 mL de H»O> foram adicionados a solu¢do de decomposicéo, a
concentracdo de C nos digeridos diminuiu aproximadamente 49%, comprovando o aumento da
eficiéncia de decomposicéao pela agédo do H20.. Ainda, quando o H20> foi utilizado, pode ser
observado que a acidez residual aumentou significativamente, o que pode ser atribuido a
regeneracao do HNOz na presenca de H20x.

Comparando a concentracéo de carbono quando 3 mol L™ de HNO; foram utilizados na
MAWD-UV e na MAWD (consultar Figura 9), observa-se uma diminuicdo de cerca de 80%,
comprovando que a acdo simultanea das radiacfes UV e micro-ondas promove uma maior
eficiéncia de decomposicéo, possibilitando a utilizacdo de solucGes acidas mais diluidas.

A acidez residual dos digeridos foi de 25, 58, 50 e 57% para as condi¢cdes com 2 mol L
! de HNOs3, 3 mol L* de HNO3, 1 mol L de HNO3 + 2 mL H20, e 2 mol L de HNO3 + 2 mL
H>0>, respectivamente, que correspondem aos respectivos valores de acidez final: 0,27, 0,79,
0,26 e 0,54 mol L. De maneira geral, as trés condicdes que obtiveram digeridos com aspectos
limpidos (6 mL de HNO3z 3 mol L%, 6 mL de HNO3 2 mol L™ + 2 mL de H.0; e 6 mL de HNO3
1 mol LT + 2 mL de H.0;) apresentaram concentragdes de carbono e de acidez final
relativamente baixas. Portanto, foram realizadas as determinagdes de REE na amostra “A” nas

trés condicdes. Os resultados estdo expressos em concordancia com o método de referéncia na
Figura 17.
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Figura 16 - Concordancia entre o método proposto (MAWD-UV) e o0 método de referéncia (MAWD com
HNO; 14,4 mol L) usando diferentes solugGes de decomposicéo (1 mol L de HNO3 + 2
mL de H20,, 2 mol L de HNO3z + 2 mL de H,0;e 3 mol L de HNO;) para (A) Y, La, Ce,
Pr e Nd, (B) Sm, Eu, Gd, Th e Dy e (C) Ho, Er, Tm, Yb Lu. A linha tracejada representa
100% de concordancia com o método de referéncia. Condi¢éo: 500 mg de amostra e 15 mL
de solucéo de decomposicéo.
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Como pode ser observado na Figura 17, a condicdo que apresentou maiores
concordancias para os REE foi com a utilizagdo 3 mol L™t de HNOs. Embora a utilizagio de
H-0O> tenha aumentado a eficiéncia de decomposi¢éo, as duas outras condi¢des apresentaram
concordancias abaixo de 90% para grande parte dos REE. A primeira condigdo (1 mol L de

HNOs + 2 mL de H20>) obteve concordancias superiores a 90% somente para Er (94%) e Tb
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(99%). Os demais REE apresentaram concordancias entre 41% (Tm) e 90% (), com valores
de RSD entre 4% (Tm) e 12% (Ce). A segunda condicdo (2 mol L de HNO3 + 2 mL de H20,)
apresentou concordancias similares com a primeira, com valores entre 44% (Tm) e 103% (Yb)
e com valores de RSD entre 5% (Tb) e 18,8% (Sm).

Quando terceira condigdo foi utilizada (3 mol L? de HNO;) foram obtidas
concordéncias entre 91 e 110% para grande parte dos analitos (Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Gd, Dy,
Er, Tm, Yb e Lu). Porém, a concordancia ficou abaixo de 90% para Eu (80%), Tb (81%) e Ho
(22%). Um efeito similar ao que foi observado no método de MAWD pode ter evitado a
solubilizacdo completa destes analitos em solucdo. Além disso, a decomposicdo do H2O2 em
O- pode ter auxiliado na formacéo de Oxidos durante a decomposi¢do das amostras, facilitando
a formacao de compostos pouco soluveis. Nesse viés, a adicdo de 1 mL de HCI na solucdo de
decomposicdo também foi testada. Para isso, a condi¢cdo com HNO3 3 mol L™ foi utilizada por
apresentar os maiores valores de concordancia entre as condi¢des avaliadas. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura 18 em forma de concordancia com os resultados obtidos

pelo método de referéncia.
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Figura 17 - Concordancia entre o método proposto (MAWD-UV) e o0 método de referéncia (MAWD com
HNO; 14,4 mol L) usando 3 mol L*de HNO3; com e sem o emprego de 1 mL de HCI 12 mol
L para(A)Y, La, Ce, Pre Nd, (B) Sm, Eu, Gd, Tbe Dy e (C) Ho, Er, Tm, Ybe Lu. Alinha
tracejada representa 100% de concordancia com o método de referéncia. Condigéo: 500 mg
de amostra e 15 mL de solucdo de decomposicéo

1
§ 00
S 80
[&)
&
< 60
S
o 40
c
(@}
O 20
0
3+ 3
1mL Hcl
Concentragdo de HNO3, mol L1
100
X
g 80
=
< 60
©
1.
8 40
c
o
O 2
0
3+ 3
1 mL HCl
Concentracdo de HNO3, mol L
100
S
g 8
e
«© 60
©
1.
S 40
c
o
O 20

3+ 3
1 mL HCI

Concentracdo de HNO3, mol Lt

Assim como ocorreu na MAWD, a utilizagdo de 1 mL de HCI promoveu um
significativo aumento na concentracdo de alguns analitos, aumentando os valores de
concordancia com o método de referéncia. O aumento de concordancia mais pronunciado
novamente foi para o Ho (de 22 para 103%). De maneira geral, nessa condi¢do foram obtidas
concordéancias entre 90 (Th) e 107% (Yb) e RSDs entre 4% (Tb) e 10,3% (Nd).
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Os resultados obtidos confirmam que o HCI, por ser um agente complexante, promove
a solvatacdo dos REE, garantindo uma maior solubilizagdo desses elementos em solugéo,
promovendo uma recuperagio quantitativa. Portanto, a mistura de HNOs3 mol Lt e 1 mL de
HCI 12 mol L foi escolhida como solugdo de decomposicéo ideal para a o preparo de amostras
de insetos por MAWD-UV para a posterior determinagéo de REE por USN-ICP-MS.

4.3.2.2 Avaliagdo da exatiddo do método de MAWD-UV

Para a avaliacdo da exatiddo da MAWD-UV com a solucéo de decomposi¢édo que obteve
os melhores resultados (HNO3 3 mol L™ + 1 mL de HCI) foi utilizado o CRM BCR-668, que
foi submetido ao preparo pelo método otimizado e a determinacéo dos REE realizada por USN-
ICP-MS. Os valores certificados e os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 13. Para Ho

e Yb o material ndo apresenta valores certificados, somente valores indicativos
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Tabela 13 - Concentragdo dos REE no CRM BCR-668 obtidos por USN-ICP-MS ap6s MAWD-UV

(método proposto) e valores certificados, em ng g* (média + SD, n=3)

Analito MAWD-UV Valor certificado

Y 54,2+ 4,6 50+5

La 76,0+54 80+6

Ce 93,0+4,0 89+7

Pr 139+1,3 12,3+ 1,1
Nd 57,4+59 54 + 4
Sm 11,9+0,9 11,2 +0,8
Eu 2,87 £0,12 2,79 £0,16
Gd 132+ 1,4 13,0+ 0,6
Tb 1,58 + 0,07 1,62 +0,12
Dy 8,35+0,59 8,9+0,6
Ho 2,08 £0,19 1,8+ 0,6
Er 4,35+0,38 45+0,5
Tm < 0,90 0,48 + 0,08
Yb 3,08 +0,19 2,8+0,5
Lu <14 0,389 + 0,024

“LOQ do método

Os valores apresentados na Tabela 12 indicam que 0 método proposto (MAWD-UV) é
adequado para ser utilizado como preparo de amostras para a posterior determinacdo de REE
por USN-ICP-MS. Néo houve diferenca significativa entre os valores certificados e os valores
obtidos (teste t-student, 95% de confianga). Assim como na MAWD, os valores obtidos para
Lu e Tm ficaram abaixo de LOQ, impossibilitando a quantificacdo destes elementos. Além
disso, apesar da utilizacdo de HNO3 mais diluido, os LOQs de maneira geral ficaram mais altos
gue os obtidos na MAWD (método proposto), o que pode ser explicado pelo volume maior de
solucdo utilizada para a decomposi¢do das amostras (15 mL na MAWD-UV e 6 mL na
MAWD), com consequente maior volume de HNOs. Este volume foi necessario para cobrir a
superficie da lampada UV, evitando a perda de parte da radiacdo da lampada e o consequente
baixo aproveitamento da radiagdo UV 2. Além disso, as lampadas ficam em contato direto com
a solugdo de decomposicdo, o que também contribui para a obtencdo de maiores valores de
brancos. E importante salientar que assim como ocorreu ha MAWD com &cidos diluidos

(método proposto), para contornar interferéncias causadas presenca de elevada concentracao de
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K nas amostras, foi necessario o emprego de uma diluicdo minima de 3 vezes nos digeridos
obtidos ap6s a MAWD-UV antes da etapa de determinacdo dos analitos por USN-ICP-MS.

4.3.2.3 Aplicagdo da MAWD-UV na decomposic¢éo de amostras de insetos

Apos a otimizagdo da solucdo de decomposi¢do da MAWD-UV para a decomposicao
de insetos, foi realizada a determinacdo de REE nas amostras utilizadas no presente estudo. Na

Tabela 14 estdo apresentados os resultados obtidos para as amostras “A”, “B” e “C”.

Tabela 14 - Determinagdo de REE em insetos apos MAWD-UV (método proposto). Resultados
expressos em ng g (média + SD, n=3)

Analito Amostra A Amostra B Amostra C
Y 410+ 25 267 £ 19 52,9+£21
La 687 £ 37 453 £ 18 75,775
Ce 1300 = 100 873 £ 54 86,4 £5,2
Pr 164 + 15 97,5+124 7,21 £ 0,54
Nd 602 + 62 363 £ 28 276 +11
Sm 138 +13 69,7 £ 6,8 <87
Eu 315+26 12,7+ 0,7 1,49 + 0,60
Gd 122 +7 60,8 +£ 3,4 511 +0,25
Tb 256 +£1,0 7,57 £0,87 < 0,57
Dy 86,9 +54 41,9+472 4,86 £ 0,19
Ho 239+10 9,16 £ 0,92 <0,37"
Er 46,2+ 1,8 244+10 <0,26"
Tm 21,712 1,46 £ 0,15 1,67 £0,49
Yb 31,8+2,6 16,4 +1,2 2,75+0,12
Lu 16,2 £ 0,7 2,75 +0,18 <14"

*LOQ do método

Como pode ser observado na Tabela 13, apesar de apresentar maiores LOQs quando
comparado ao método de MAWD proposto, 0s Unicos analitos que ndo puderam ser
quantificados apds a decomposicao das amostras por MAWD-UV foram Sm, Tb, Ho, Er e Lu
na amostra C. Ademais, os resultados sdo condizentes com os resultados obtidos através da

aplicacdo do método de referéncia (MAWD com HNO; 14,4 mol L), demonstrando que o
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método de MAWD-UV proposto é adequado para o preparo de amostras para a posterior
determinacéo de REE por USN-ICP-MS.

4.3.3 Combustéo iniciada por micro-ondas

O uso da MIC como método de preparo de amostras para a posterior determinacéo de
halogénios e metais (incluindo REE) ja é bem estabelecido na literatura. Proposto por Barin 1%,
este método tem sido aplicado no preparo de amostras para a determinacdo de diferentes tipos
de analitos (incluindo REE)%1%7  Apesar de ja ter sido aplicado para outros tipos de amostras
biolégicas®* 1% ndo foi encontrada na literatura nenhuma aplicagido da MIC no preparo de
amostras de insetos para a posterior determinacdo de REE. Quanto ao uso para outros tipos de
amostras e posterior determinacdo de REE, aplicacbes com utilizagcBes de solucdes acidas
diluidas® e com agua régia**® como solucéo absorvedora foram encontradas na literatura.

A MIC é conhecida por apresentar alta eficiéncia de decomposicdo de matrizes
organicas, com RCC geralmente abaixo de 1%, dependendo da natureza da amostra,
possibilitando, na maioria das vezes, a utilizacio de solucdes absorvedoras diluidas 1. Dessa
forma, no presente trabalho, a MIC foi investigada para a decomposic¢ao de amostras de insetos
para a posterior determinacdo de REE por USN-ICP-MS. A amostra “A” foi utilizada para a

realizacdo de todas as otimizacoes.

4.3.3.1 Auvaliacdo da massa de amostra

O primeiro pardmetro avaliado na MIC foi a massa de amostra. Para isso, massas de
amostra de 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mg foram utilizadas, no intuito de avaliar a massa
méaxima de amostra possivel de ser decomposta pelo método. As avaliacdes foram feitas de
forma visual e através do monitoramento da pressao maxima atingida no interior do frasco
durante a queima.

Quando foram utilizados até 500 mg de amostra a combustdo ocorreu completamente,
atingindo uma pressdo maxima de aproximadamente 40 bar (metade do valor méaximo
recomendado pelo fabricante do forno de micro-ondas). Porém, quando 600 mg de amostra
foram utilizados, a queima da amostra foi incompleta, com restos de fuligem presentes no
interior do frasco e no suporte de quartzo, que podem ser observados na Figura 19. Dessa

maneira, a condigcio com 500 mg de amostra foi selecionada. E importante salientar que nessa
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condicdo o teor de carbono apos a MIC foi inferior a 18,8 mg L%, comprovando a alta eficiéncia
de decomposicédo da amostra.

Figura 18 — Suporte de quartzo apds queima incompleta na MIC utilizando 600 mg de amostra

4.3.3.2 Avaliacdo da concentracdo de HNOs na solugédo absorvedora

Na MIC, a solucéo de absorvedora é responsavel por absorver os analitos apés a etapa
de combustdo da amostra. Como citado anteriormente, por ser um metodo de combustéo, a MIC
se destaca por proporcionar decomposi¢Ges mais eficientes quando comparada com métodos
tradicionais de decomposicao de amostras, como a MAWD, permitindo, na maioria das vezes,
a utilizacdo de solucBes diluidas para absorver os analitos. Com base nessa informacéo, no
presente trabalho foram avaliadas 4 concentracdes de HNOz como solugéo absorvedora (5, 7,
10 e 14,4 mol L™?). Os resultados, expressos em concordancia com o método de referéncia,

podem ser visualizados na Figura 20.
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Figura 19 - Concordancia entre o método proposto (MIC) e o método de referéncia (MAWD com HNO3
14,4 mol L) usando diferentes concentrages de HNO3z como solugio absorvedora para (A)
Y, La, Ce, Pre Nd, (B) Sm, Eu, Gd, Tb e Dy e (C) Ho, Er, Tm, Yb e Lu. A linha tracejada
representa 100% de concordancia com o método de referéncia. Condicdo: 500 mg de amostra
e 6 mL de solugdo absorvedora.
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De acordo com os resultados expressos na Figura 20, as concordancias dos REE com o
método de referéncia aumentaram proporcionalmente ao aumento da concentracdo de HNO:s.
Porém, mesmo quando a concentragdo de 14,4 mol L™ foi utilizada, as concordancias para
alguns analitos ficaram baixas, variando de 76% (Ho) para 102% (). Além disso, independente
da concentracédo utilizada, foram observados residuos da queima no suporte de quartzo. Esses
resultados condizem com resultados obtidos em um trabalho anterior, onde o autor explica que

os REE, por formarem cétions, geralmente trivalentes, volumosos e estaveis, tendem a formar



87

Oxidos ternarios na superficie do suporte de quartzo, o que pode explicar as baixas
concentragdes obtidas em comparagdo com o método de referéncia 1%°.

Visando elucidar quais compostos estavam sendo formados no suporte de quartzo, foi
realizada a analise do residuo presente nos suportes por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) no modo EDS (espectroscopia por energia dispersiva). Os resultados podem ser

avaliados na Figura 21.

Figura 20 — Resultados da analise do residuo da MIC por MEV-EDS
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Conforme a Figura 21, pode ser observado na analise por MEV-EDS a presenca de Si e
Al no residuo do suporte de quartzo. Estes elementos podem interagir com os REE através da
formacéo de Oxidos ternarios, do tipo MaM"2(XO4)3, onde M e M” sdo normalmente cations di
e tripositivos e X pode ser Si, Al, Ga e Ge 1%°, Possivelmente a formagdo destes compostos na
superficie do suporte de quartzo dificultou a solubilizacdo completa dos REE na solucéo
absorvedora, semelhantemente ao efeito observado em trabalho anterior 119,

Para determinar o percentual de Si que ficou aderido ao suporte de quartzo, foi realizada
a determinacdo de Si nos digeridos ap6s a MIC e MAWD. Os resultados obtidos apds a MIC
ficaram abaixo de LOQ para todas as concentracdes de HNO3 avaliadas. Porém, os digeridos
obtidos apos MAWD apresentaram a concentracdo de 860 + 42,8 ug L de Si. Com isso, pode-
se concluir que 100% do Si presente na amostra ficou aderido ao suporte e nas paredes do frasco

de quartzo.



88

4.3.3.3 Avaliacdo da utilizagdo de HCI na solucdo absorvedora

Como citado anteriormente, o HCI auxilia na formacéo de compostos sollveis, além de
ser um forte complexante, podendo auxiliar na retencdo dos REE na solucdo absorvedora ap6s
a etapa de combustdo e durante a etapa de refluxo %. Portanto, diferentes propor¢des de HCI +
HNO3 foram avaliadas como solucdes absorvedoras (3+1, 2+1 e 1+3), mantendo o volume de
solugdo em 6 mL. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 22.

Figura 21 - Concordancia entre o método proposto (MIC) e o método de referéncia (MAWD com HNO3
14,4 mol L™?) usando diferentes proporgdes de HCI + HNO3; como solugéo absorvedora para
(A) Y, La, Ce, PreNd, (B) Sm, Eu, Gd, The Dy e (C) Ho, Er, Tm, Yb e Lu. A linha tracejada
representa 100% de concordancia com o método de referéncia. Condicao: 500 mg de amostra
e 6 mL de solugdo absorvedora.
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Como pode ser observado na Figura 22, a proporg¢do 1 + 3 ( HCI + HNO3) néo foi o
suficiente para aumentar os valores de concordancia com o método de referéncia. Além disso,
nessa condicao foram obtidos altos valores de RSD. Porém, com o aumento da concentracéo de
HCI em relagdo ao HNO3 (2 + 1 e 3 + 1), os RSDs diminuiram consideravelmente e as
concordancias com o método de referéncia aumentaram. Quando a proporcéo 2 + 1 foi utilizada,
concordancias entre 85% (Tm) e 105% (Yb) foram obtidas. J& quando a proporcéo 3 + 1 foi
utilizada, as concordéncias variaram entre 90% (Tm e Y) e 107% (Pr).

Os resultados obtidos comprovam o importante papel do HCI para a solubilizacdo
completa dos REE na solugéo absorvedora. Possivelmente os cloretos formados durante a etapa
de refluxo tém poder complexante suficiente para solvatar os REE, retendo-os na solugéo
absorvedora de forma quantitativa.

Como pode ser observado na Figura 22, a absorcdo dos analitos em solu¢do aumentou
proporcionalmente ao aumento da concentracdo de HCI utilizada na solugdo absorvedora.
Dessa forma a proporgdo de HCI + HNO3z 3 + 1 (agua régia) foi escolhida como solugéo

absorvedora para a MIC.

4.3.3.4 Auvaliacdo da concentracdo da solugdo de HCI + HNO3; 3 + 1

A necessidade do uso de HCI para a recuperacao quantitativa dos REE foi comprovada
(secdo 4.3.3.3). Resultados com variacdo maxima de 10% em comparacdo com o0s resultados
de referéncia foram obtidos somente quando a propor¢do 3 + 1 (HCI + HNO3) foi utilizada.
Porém, todos os testes foram realizados através da utilizacdo de &cidos concentrados (HCI 12
mol L e HNO3 14,4 mol L?). Portanto, foi verificada a possibilidade de utilizacdo de uma
solucéo de HCI + HNO3 3 + 1 diluida como solugéo absorvedora. Para isso, foram utilizadas as

concentragdes de 50% e 75%. Os resultados podem ser visualizados na Figura 23.
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Figura 22 - Concordancia entre o método proposto (MIC) e o método de referéncia (MAWD com HNO;
14,4 mol L?) usando diferentes concentragdes de HCl + HNO;z; 3+1 como solugdo
absorvedora para (A) Y, La, Ce, Pre Nd, (B) Sm, Eu, Gd, Tb e Dy e (C) Ho, Er, Tm, Yb e
Lu. A linha tracejada representa 100% de concordancia com o método de referéncia.
Condicdo: 500 mg de amostra e 6 mL de solugdo absorvedora.
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Como pode ser observado na Figura 23, quando solucgdes absorvedoras diluidas foram
utilizadas houve uma consideravel diminuicdo nos valores de concordancia para grande parte
dos REE. Além disso, os RSDs aumentaram significativamente. Dessa forma, optou-se por
continuar utilizando &gua régia como solugdo absorvedora, de modo a garantir a completa

absorcéo dos REE em solucdo.
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4.3.3.5 Auvaliacéo do uso de NH4CI

Com o objetivo de substituir parcialmente o HCI e proporcionar a utilizagéo de solugdes
acidas diluidas na MIC, foi avaliada a utilizacdo de NH4CIl como fonte de cloretos. O NH4Cl
pode atuar de maneira semelhante ao HCI, proporcionando a formacéo de cloretos durante a
combustdo e facilitando a solubilizagcdo dos analitos na solugdo absorvedora. Em trabalhos
anteriores 130131 o NH,4CI ja foi utilizado com sucesso na MIC como auxiliar de volatilizagdo
para Cr, proporcionando recuperacfes quantitativas através da formacao de cloretos. Portanto,
foram testadas as massas de 300, 400 e 500 mg de NH4Cl misturadas com a amostra
previamente a confec¢do do pellet. Para a realizacdo dos testes 500 mg de amostra foram
utilizados e HCI + HNO3 (3 + 1) 50% foi utilizada como solugdo absorvedora. Os resultados
podem ser verificados na Figura 24.
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Figura 23 - Concordancia entre o método proposto (MIC) e o método de referéncia (MAWD com HNO3
14,4 mol L) usando diferentes diferentes massas de NH4Cl para (A) Y, La, Ce, Pre Nd, (B)
Sm, Eu, Gd, Th e Dy e (C) Ho, Er, Tm, Yb e Lu. A linha tracejada representa 100% de
concordancia com o método de referéncia. Condigdo: 500 mg de amostra e 6 mL de solucédo
absorvedora (HCI + HNO; 3 + 1, 50%).

[

(=]

o
|

Concordancia, %

300 400 500
Massa de NH,Cl, mg

[y
(=}
o

Concordancia, %
(<)
o

300 400 500
Massa de NH,Cl, mg

o\°_1oo C

§ 80 Ho

‘-‘é 60 mEr

S a0 Tm

c

S 20 = Yb
0 N Lu

300 400 500
Massa de NH,Cl, mg

Na Figura 24 pode ser observado que quando maiores massas de NHiCl foram
utilizadas, maiores RSDs foram obtidos, o que pode ser explicado pela diminuicdo do poder de
gueima da combustdo a partir do aumento da massa do constituinte inorganico, resultando em
queimas incompletas. A queima completa da amostra ndo ocorreu em nenhuma das condigdes.

Porém, quanto maior a massa de NH4Cl, maior foi a quantidade de residuo presente no suporte
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de quartzo ap6s a queima. Como pode ser visualizado na Figura 24, apesar da queima da
amostra ndo ocorrer completamente, a utilizacdo de 300 mg de NH4CI promoveu a obtencéo de
RSDs mais baixos e maiores concordancias com relagéo a utilizagdo de HCI + HNO3z (3 + 1)
50% sem o uso de NH4Cl. As concordancias com o método de referéncia variaram entre 63%
(Gd) e 109% (Yb).

Com o objetivo de aumentar o poder de queima da MIC, possibilitando a queima
completa da amostra com a utilizacdo de NH4CI, foi avaliada a utilizacdo de 100 mg de
microcelulose cristalina como auxiliar de combust&o. Para isso, a massa de amostra se manteve
em 500 mg e foram avaliadas massas de 200, 300 e 400 mg de NH4CI. Os resultados obtidos

podem ser observados na Figura 25.
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Figura 24 - Concordancia entre o método proposto (MIC) e o método de referéncia (MAWD com HNO3
14,4 mol L) usando diferentes diferentes massas de NHsCl + 100 mg de celulose
microcristalina para (A) Y, La, Ce, Pre Nd, (B) Sm, Eu, Gd, Tb e Dy e (C) Ho, Er, Tm, Yb
e Lu. A linha tracejada representa 100% de concordancia com o método de referéncia.
Condicéo: 500 mg de amostra e 6 mL de solucéo absorvedora (HCI + HNOs 3 + 1, 50%).
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Como pode ser verificado na Figura 25, a utilizacdo da celulose microcristalina como
auxiliar de combustdo aumentou o poder de queima da MIC, diminuindo os RSDs e
promovendo a queima completa da amostra quando 200 e 300 mg de NH4Cl foram utilizados
(quando a massa de 400 mg de NH4CI foi utilizada, mesmo com a utilizacdo de 100 mg celulose,
a queima da amostra ndo foi completa). Porém, mesmo aumentando significativamente as
concordancias dos REE, o uso de NH4Cl ndo foi o suficiente para promover a recuperacao

quantitativa de todos os REE. Considerando a condicdo que obteve os melhores resultados de
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concordéncia (300 mg de NH4Cl + 100 mg de celulose), para La, Ce, Pr, Nd, Sm foram obtidas
concordéncias entre 74 e 85%. Para os demais analitos, foram obtidas concordancias entre 99%
(Y) e 110% (Ho). Com isso, a condi¢do com 500 mg de amostra e 6 mL de agua régia como

solucdo absorvedora foi selecionada para a analise das demais amostras de insetos.

4.3.3.6 Auvaliacdo da exatiddo da MIC

Para a avaliacdo da exatiddo da MIC, foi utilizado o CRM BCR-668 e a determinacéo
dos REE foi realizada por USN-ICP-MS. Os valores certificados e os resultados obtidos estdo
expressos na Tabela 15. Para Ho e Yb o material ndo apresenta valores certificados, somente

valores indicativos.

Tabela 15 - Concentragdo dos REE no CRM BCR-668 obtidos por USN-ICP-MS apds MIC (método
proposto) e valores certificados, em ng g (média = SD, n=3)

Analito MIC Valor certificado
Y 60,1 +£5,9 50+5
La 79,1+7,8 80t6
Ce 86,3+ 7,2 89+7
Pr 13,3+0,9 12,3+ 1,1
Nd 59,2 +5,3 54 £4
Sm 12,1 +0,9 11,2 +0,8
Eu 2,58 £0,26 2,79+0,16
Gd 13,3+ 1,2 13+ 0,6
Tb <2,1* 1,62 +£0,12
Dy 8,67 = 1,22 8,9+ 0,6
Ho < 3,6* 1,8+ 0,6
Er 4,98 + 0,38 45+0,5
Tm <19* 0,48 + 0,08
Yb 2,93 +£0,29 2,8+0,5
Lu <1,6* 0,389 + 0,024

*LOQ do método
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Os valores apresentados na Tabela 12 indicam que o método proposto (MIC) € adequado
para ser utilizado como preparo de amostras para a posterior determinagéo de REE por USN-
ICP-MS. N&o houve diferenca significativa entre os valores certificados e os valores obtidos
(teste t-student, 95% de confianga). Porém, é importante salientar que de maneira geral os LOQs
aumentaram significativamente com relagdo aos obtidos pela MAWD com &cidos diluidos e
pela MAWD-UV. Com isso, a quantificacdo dos analitos Th, Ho, Tm e Lu ndo foi possivel.
Esse aumento dos valores de LOQ observado é consequéncia do aumento da concentracao dos
brancos, pois ndo foi possivel a utilizacdo de acidos diluidos na solucdo absorvedora. Além
disso, um fator de diluicdo minimo de 5 vezes teve que ser utilizado antes da determinacao de
REE por USN-ICP-MS, visto que, conforme um estudo realizado em um trabalho prévio 10,
concentragdes de agua régia acima de 20% promovem efeitos de supressdo de sinal para os

REE, podendo impactar na obtencdo de resultados quantitativos.
4.3.3.7 Aplicacdo da MIC na decomposi¢do de amostras de insetos
Ap0s a definicdo dos parametros ideais e comprovacgéo da exatiddao da MIC, o método

proposto foi aplicado para as demais amostras de insetos utilizadas no presente trabalho. Os

resultados estdo expressos na Tabela 16.
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Tabela 16 - Determinagéo de REE em insetos ap6s MIC (método proposto). Resultados em ng g™
(média £ SD, n=3).

Analito Amostra A Amostra B Amostra C
Y 350+ 14 253 £ 12 498+28
La 730 £51 478 £ 31 77,1 +£3,1
Ce 1312 £ 53 917 + 37 80,9+49
Pr 185+ 7 108 £ 4 6,98 + 0,48
Nd 500+ 24 377 £15 259+172
Sm 133 + 14 70,2+2,8 <8,3"
Eu 31,9+£272 13,1+0,9 <1,6"
Gd 119+5 64,4+ 2,8 4,96 £ 0,36
Tb 264+14 7,16 £ 0,29 <21
Dy 88,8 £ 3,6 42517 4,61 £0,25
Ho 23,7172 9,15+0,91 <3,6°
Er 51,1+21 245+0,9 <29

Tm 20,429 <19 <19

Yb 314+172 16,1+ 0,7 <24

Lu 18,1+ 0,7 2,99 +£0,21 <16
*LOQ do método

Como jéa era esperado devido aos maiores LOQs obtidos para a MIC, alguns analitos

ndo puderam ser quantificados (Tm na amostra B e Sm, Eu, Th, Ho, Er, Tm, Yb e Lu na amostra

C). Esses resultados comprovam a importancia da utilizacdo de acidos diluidos durante o

preparo de amostras, promovendo uma consideravel diminuicao nos valores dos brancos e por

consequéncia, menores LOQs, permitindo a quantificacdo de um maior nimero de analitos.

4.4 LIMITES DE QUANTIFICACAO

Os LOQs foram calculados a partir do desvio padrao de 10 leituras do branco somados

as médias dos brancos, levando em consideracdo a massa de amostra utilizada, o volume de

afericdo e o fator de diluicdo de cada método. De maneira geral, foi possivel a obtengdo de

LOQs relativamente baixos (ng g*) com a utilizagdo da técnica USN-ICP-MS.



98

Tabela 17 - Limites de quantificacdo obtidos pelo método de referéncia e pelos métodos propostos.
Valores expressos em ng g*

Limites de quantificacdo, ng g™

Elemento Método {je MAWD (HNOs MAWD-UV MIC
referéncia diluido)

Y 82 3,9 5,8 12
La 145 22 29 34
Ce 169 15 37 69
Pr 23 1,8 4,8 6,2
Nd 58 7,2 14 17
Sm 71 1,7 8,7 8,3
Eu 1,1 0,12 0,15 1,6
Gd 2,2 0,49 0,52 2,2
Th 6,5 0,46 0,57 2,1
Dy 3,4 0,19 0,43 2,4
Ho 4,6 0,37 0,38 3,6
Er 3,9 0,17 0,26 2,9
Tm 3,9 0,84 0,90 1,9
Yb 5,6 0,37 1,3 2,4
Lu 8,4 0,52 14 1,6

Como pode ser observado na Tabela 17, os LOQs obtidos pelo método de referéncia
foram bem maiores em comparacdo com os LOQs dos métodos propostos. Diversos fatores
contribuiram para um aumento pronunciado dos LOQs do método de referéncia, como a
utilizacdo de menor massa de amostra (250 mg), a utilizacdo de HNO3 concentrado como
solucdo de decomposicdo e a necessidade de uma diluicdo prévia de 20 vezes dos digeridos,
necessaria para contornar interferéncias causadas por diferencas nas propriedades fisicas
(viscosidade, densidade e tensdo superficial) dos digeridos com relacdo aos padrdes de
calibracéo.

De maneira geral, entre os métodos propostos 0os menores LOQs foram obtidos pela
MAWD, apesar da menor concentracdo de HNOs utilizada na MAWD-UV. Essa diferenca pode
ser atrelada ao contato direto da lampada UV com a solucdo de decomposi¢do na MAWD-UV

que eleva os valores dos brancos, além da necessidade da utilizacdo de um maior volume de
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solucdo (15 mL) para cobrir completamente o bulbo da lampada UV. Ja na MIC, os maiores
LOQs podem ser explicados pela utilizagdo de acidos concentrados e pela presenca do suporte
no interior do frasco de quartzo que elevam os valores dos brancos, além da necessidade de
utilizacdo de um maior fator de diluicdo (5 vezes) quando comparado com os demais métodos
propostos (3 vezes).

4.5 COMPARACAO ENTRE 0OS METODOS

No presente trabalho foram avaliados trés métodos de preparo de amostras de insetos
para a posterior determinacdo de REE por USN-ICP-MS. De uma maneira geral, todos 0s
métodos foram considerados adequados. Na Tabela 18 esta apresentada uma comparacéo geral

do método de referéncia com os métodos propostos.
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Tabela 18 - Comparacéo entre 0 método de referéncia e os métodos investigados para a posterior determinacdo de REE por USN-ICP-MS

Meétodo de referéncia

Métodos investigados

Parametro
(MAWD) MAWD MAWD-UV MIC
Massa de amostra, mg 250 500 500 500
o HNOs5molL*+1mLde HNOs3molL*+1mLde . o
Solucéo utilizada HNO;3 14,4 mol L* Agua régia
HCI 12 mol L™ HCI 12 mol L™

Teor de carbono em

3600 1265 1370 <183
solugdo, mg L™
Volume de aferi¢do, mL 25 25 30 25
Fator de diluicdo 20 3 3 5
Acidez final, mol L™ 2,90 0,77 1,05 -
Tempo de decomposicao,

) 60 60 60 35

min
Numero de replicatas por

44 8 8 8

ciclo de decomposicéo
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De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, os métodos MAWD e MAWD-
UV propostos mostraram ser 0s mais adequados para o preparo de amostras de insetos para a
posterior determinacdo de REE. Ambos os métodos possibilitaram a utilizacdo de soluces
acidas diluidas e mostraram-se de facil execucdo. Ainda, a concentragdo de carbono (1265 mg
L na MAWD e 1370 mg L na MAWD-UV) em solucéo n&o causou interferéncias na etapa
de determinacdo, visto que os digeridos tiveram que ser diluidos previamente de 3 a 4 vezes por
causa da alta concentragdo de K. Mesmo com uma concentracdo de HNOs ligeiramente maior,
a MAWD apresentou menores LOQs quando comparada com a MAWD-UV, possibilitando a
quantificacdo de Ho na amostra C. Esses resultados podem ser associados ao maior volume de
solucdo de decomposi¢do necessario para a MAWD-UV e ao contato direto da lampada UV
com a solugé@o de decomposicdo das amostras que elevou os valores dos brancos.

A MIC apresenta, quando comparada com os demais métodos avaliados, as vantagens
de obter digeridos com menor teor de carbono (<18,3 mg L) e do menor tempo de
decomposicdo das amostras (aproximadamente 35 min). Porém, a necessidade do uso de agua
régia como solucgéo absorvedora aumentou consideravelmente os valores dos brancos, além de
necessitar um maior fator de diluicdo (5 vezes) quando comparado com os demais métodos
propostos, aumentando consideravelmente os valores de LOQ.

Adicionalmente, para comprovar os efeitos causados pela alta concentracdo de carbono
e acidez dos digeridos obtidos pelo método de referéncia e a necessidade de utilizacdo de um
fator de diluicdo de 20 vezes, foram realizados testes comparativos entre 0 método MAWD-
UV proposto e 0 método MAWD de referéncia. Para isso, diferentes diluicdes prévias foram
utilizadas e a determinacdo de REE foi realizada por USN-ICP-MS.

Quando analisados os digeridos do método de referéncia sem diluicdo prévia, observou-
se uma forte diminuicdo do aerossol formado no interior do nebulizador USN, conforme pode
ser observado na Figura 26 (A), possivelmente devido a mudancas drasticas nas propriedades
fisico-quimicas da solucdo (viscosidade, densidade e tensdo superficial) ??, causando a
supressdo do sinal dos REE em cerca de 80%. Quando os fatores de diluicdo de 5 e 10 vezes
foram usados, também ocorreu a supressdo de sinal dos analitos, embora ndo houvesse
diminuicdo visivel no aerossol da amostra dentro do nebulizador. Assim, foi necessario um
fator de diluicdo de 20 vezes para os digeridos obtidos apds MAWD, a fim de se obter resultados
precisos. Esta é uma desvantagem Obvia para 0 método de referéncia com relagdo aos métodos
propostos.

Por outro lado, quando os digeridos obtidos apés MAWD-UV foram analisados por

USN-ICP-MS sem diluicdo prévia, ndo foi observada a diminuicdo do aerossol (Figura 26 (B)).
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No entanto, apesar do baixo teor de carbono (1370 mg Lt) e acidez (1,05 mol L), observou-
se uma supressao de cerca de 20% no sinal para o REE quando nenhum fator de dilui¢do foi
aplicado, comprovando o efeito causado pela presenca de K na matriz da amostra (112 mg L
1), como citado anteriormente. Assim, observou-se que um fator de diluicdo de, pelo menos 3
vezes, era necessario para obter resultados precisos apos a MAWD e a MAWD-UV propostas,

mostrando uma clara vantagem sobre 0 método de referéncia.

Figura 25 - Aerossol obtido a partir da nebulizacéo do digerido obtido por (A) método de
referéncia (MAWD) e (B) método proposto (MAWD-UV).

A abordagem proposta por Nowak et al. % foi usada para comparar o quio “verde” é
cada método proposto, além do método utilizado como referéncia. As pontuacdes foram de
77,5, 80, 67,5 e 67,5 paraa MAWD-UV, MAWD (método proposto), MIC e MAWD (método
de referéncia), respectivamente. O fator que mais impactou para uma maior pontuacdo da
MAWD-UV e da MAWD foi a utilizacdo de acidos diluidos e consequente geracdo de menor
quantidade de residuos.

Adicionalmente, para avaliar o qudo “branco” ¢ cada método utilizado no presente
trabalho foi considerado o modelo RGB proposto por Nowak et al. 3°. A abordagem propde
conciliar os principios da quimica analitica “verde” com a funcionalidade através do modelo
RGB, onde um método analitico “branco” mostra a consisténcia entre os atributos analiticos
(vermelho), ecoldgicos (verde) e praticos (azul) *. As pontuacdes obtidas foram de 74,4, 76,9,
71 e 70,2 para a MAWD-UV, MAWD (método proposto), MIC e MAWD (método de
referéncia), respectivamente. Os métodos MAWD (método proposto e método de referéncia)
apresentam menor custo (considerando o custo das lampadas na MAWD-UV e dos suportes de
quartzo na MIC). J& o método MAWD de referéncia, por possibilitar a decomposi¢do de um
namero maior de replicatas por ciclo (44 replicatas), apresenta maior pontuag¢do quando o fator
tempo € considerado. Porém, considerando os trés pardmetros utilizados para a comparacdo (R,

G e B), os trés métodos propostos provaram ser mais “brancos” que o método de referéncia,
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pois fornecem menores valores de LOQ. Um resumo da pontuacdo de cada método é

apresentado na Figura 27.

Figura 26 - Comparacéo entre os métodos avaliados no presente estudo (MAWD-UV, MAWD com acidos
diluidos e MIC) e o0 método de referéncia (MAWD com HNOs 14,4 mol L para posterior
determinacdo de REE por USN-ICP-MS de acordo com 12 principios de WAC, realizada usando

o0 algoritmo RGB 12.
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho foram investigados trés métodos analiticos (MAWD, MAWD-UV
e MIC) para o preparo de amostras de insetos para a posterior determinagéo de REE por USN-
ICP-MS. Durante o desenvolvimento dos métodos buscou-se condi¢des que proporcionassem
0 uso reduzido de reagentes e menores teores de carbono e acidez residual. Ainda, quando
possivel, buscaram-se métodos que proporcionassem maior rapidez e simplicidade.

Na determinacdo de macronutrientes por ICP-OES foi possivel observar que as amostras
continham relativamente alta concentracdo de K, necessitando dilui¢cbes de 3 a 4 vezes
previamente a etapa de determinacdo para evitar interferéncias na técnica de USN-ICP-MS.

Em relacdo aos métodos investigados, todos foram considerados adequados para o
preparo de amostras de insetos visando a determinacéo de REE por USN-ICP-MS, sendo que a
exatidao de todos os metodos foi comprovada atraves da anélise do CRM BCR-668. Todos 0s
métodos necessitaram da utilizacdo de HCI para proporcionar a solubilizagcdo quantitativa dos
REE em solucdo. Essa necessidade possivelmente esta relacionada a presenca de espécies
poucos soluveis dos REE nas amostras, dificultando a solubilizacdo completa quando solucdes
diluidas de HNO3 séo utilizadas. O HCI, por promover a formacéo de cloretos soltveis, auxilia
na determinacédo quantitativa dos REE pelo método proposto.

A MAWD e a MAWD-UV possibilitaram a utilizacdo de HNO3 diluido como solucao
de decomposicéo, seguido da adicdo de 1 mL de HCI 12 mol L. Porém na MIC somente a
utilizacdo de agua régia permitiu a retencdo dos REE de forma quantitativa na solucao
absorvedora. Dessa forma, a MIC apresentou os maiores LOQs considerando os trés métodos
propostos.

Considerando todos os resultados obtidos nos diferentes métodos avaliados, pode-se
concluir que os métodos propostos apresentaram diferentes vantagens com relacdo ao método
de referéncia. Enquanto a MAWD e a MAWD-UYV proporcionaram o uso de acidos diluidos e
menores LOQs, a MIC proporcionou um menor tempo de preparo de amostras e menores teores
de carbono em solucdo. Ainda, a escolha do método ideal dependera de fatores como

instrumentacdo disponivel em cada laboratorio e custo de anélise.
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