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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos para a determinacédo de F, Cl, Br e | por
espectrometria de absor¢cdo molecular de alta resolu¢cdo com fonte continua (HR-CS-MAS)
em forno de grafite. Os métodos foram aplicados para a determinacdo de halogénios em
amostras biologicas. A determinacéo de F, Cl, Br e | por HR-CS-MAS foi baseada na medida
da absorcdo molecular das moléculas diatbmicas de CaF, AICI, CaBr e Bal,
respectivamente, formadas em fase vapor, na presenca de um excesso de modificador
quimico. As temperaturas de pirélise e vaporizacdo ajustadas no forno de grafite foram 900
e 2200 °C para F, 700 e 2100 °C para Cl, 900 e 1900 °C para Br e 600 e 1900 °C paral,
respectivamente. As medidas de absorbancia para F, Cl, Br e | foram feitas em 606,440,
261,418, 625,315 e 538,308 nm, respectivamente. Para a determinagdo de F, Bre | a
calibragcdo do equipamento foi feita com solugbes de referéncia aquosas e, para a
determinacdo de ClI, a calibracdo foi feita com o uso do material de referéncia certificado
(CRM) NIST 8414 (musculo bovino). A exatiddo do método proposto foi avaliada pela
determinacgéo de F, Cl, Br e | em CRMs e por comparagdo com a determinagdo por métodos
independentes, (ICP-MS e ISE), ap6s a decomposi¢cdo por combustdo iniciada por micro-
ondas. Os resultados obtidos para F e Cl em amostras biolégicas foram concordantes com
os valores certificados e com resultados obtidos por outras técnicas independentes. Nao foi
possivel fazer a determinacdo de Br e | na amostra soélida, possivelmente devido as
interferéncias causadas pelo excesso de Cl nas amostras, o que levou a supressao do sinal
analitico. Os limites de deteccao dos métodos para determinacéo de F e Cl por HR-CS-MAS
foram de 0,72 e 34 ug g™, respectivamente. Os limites de deteccéo instrumentais para Br e |

foram 1,95 e 3,01 ug L, respectivamente.



INTRODUCAO

A determinacdo de halogénios em amostras biolégicas tem sido de grande interesse,
principalmente devido ao efeito ambiguo destes elementos na saude humana. Alguns
desses elementos caracterizam-se por serem essenciais aos seres Vvivos e, por outro lado,
concentracdes elevadas de F, Cl, Br e | podem causar diversos problemas a saude. A falta
de F pode trazer sérios danos a saude oral, enquanto elevadas concentracBes desse
elemento podem causar fluorose. O cloro auxilia o transporte de compostos no organismo,
enquanto a sua falta pode acarretar na caréncia de nutrientes no organismo. Apesar do Br
ainda ndo ter seu mecanismo no organismo totalmente elucidado, devido as suas
similaridades quimicas com o iodo, este pode influenciar no funcionamento da glandula
tireoide e, consequentemente, trazer danos ao funcionamento desse 6rgdo. Além disso,
algumas espécies de Br sdo carcinogénicas. Em relacdo ao |, sua importancia esta
majoritariamente relacionada ao funcionamento da glandula tireoide e sua falta, ou excesso,
no organismo pode resultar em danos a esse 6rgdo."

Apesar da importancia relacionada com a presenca de halogénios no organismo,
principalmente com respeito as fontes potencias de exposicdo humana, a determinacéo de
halogénios em amostras biolégicas ainda € um desafio analitico. Diversas técnicas
analiticas podem ser empregadas para a determinacdo desses elementos e, devido aos
grandes avancgos da instrumentacdo analitica, é possivel a determina¢cdo em concentracdes
cada vez mais baixas. Entretanto, a maior parte dos equipamentos requer que a amostra
esteja em uma forma de solugéo para andlise. Neste caso, a amostra geralmente deve ser
convertida para a forma liquida, adequada ao uma vez que o sistema de introducéo de
amostras, comumente presente nos instrumentos analiticos, permite a introducdo de
solugdes.

A etapa de preparo de amostras €, normalmente, a mais morosa da sequéncia
analitica. A esta etapa sao atribuidos o maior nUmero de erros analiticos, bem como o0s
principais riscos de contaminacdo. Os métodos de preparo de amostra para a posterior
determinacdo de halogénios sdo bastante suscetiveis a perdas por volatilizacdo e/ou
recuperacdes incompletas dos analito. A fusdo e a combustdo por via seca sao métodos
simples e que apresentam elevada eficiéncia na decomposicdo de elevadas massas de

amostra. Porém, por se tratarem de sistemas abertos, e que operam a elevada temperatura

! Prystupa, J., Toxicol. Mech. Methods 21 (2011) 103-170

2 FAO/WHO 2nd edn. (2004)

% Lag, M. et al., Chem. Res. Toxicol. 5 (1991) 528-534

4 Zimmermann, M. B., Jooste, P. L., Pandav, C. S., Lancet 372 (2008) 1251-1262
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sd0 mais suscetiveis a problemas relacionados a perdas de analito e/ou contaminacdo. Os
métodos de decomposigéo por via imida que empregam &cidos concentrados, geralmente
levam a formacédo de espécies volateis dos halogénios e, consequentemente, a perdas de
analito por volatilizacdo. Os métodos de combustdo permitem que sejam empregadas
solugbes alcalinas para reter os analitos apos a eliminagdo da matriz. Entretanto,
apresentam algumas desvantagens, como a baixa frequéncia analitica (frasco de Shoniger e
bomba de combustéo), a necessidade de maior manipulacédo da amostra, a utilizacdo de um
ignitor que pode atuar como fonte de contaminacado, dentre outros aspectos. A combustédo
iniciada por micro-ondas (MIC) permite minimizar alguns desses problemas, mas ainda
ocorre a diluicdo da amostra, 0 que é ainda mais critico quando o analito esta presente em
baixas concentragées.’

Algumas técnicas com amostragem de solidos podem ser usadas para a
determinagéo de halogénios. Estas técnicas dispensam a etapa prévia de decomposicéo de
amostra, como € o caso da andlise por ativagdo neutronica. Entretanto, em alguns casos,
sdo inadequadas por ndo apresentam sensibilidade suficiente para a determinagdo de
halogénios em baixas concentragfes e ndo estarem disponiveis na maioria dos laboratorios.
Por outro lado, as técnicas analiticas com sensibilidade adequada para determinacdo de
halogénios, como cromatografia de ions (IC), espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de emissdao Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), eletrodo ion seletivo (ISE), dentre outras, apresentam
as desvantagens relacionadas com a amostragem de solucdo, fazendo-se necessaria a
aplicacdo de uma etapa de preparo de amostras.

O desenvolvimento de estudos baseados na espectrometria de absor¢cdo molecular
em forno de grafite (GF-MAS) permitiu a determinacdo de halogénios em baixa
concentracdo. A técnica envolvendo a absor¢cdo molecular em fase vapor foi desenvolvida
em meados de 1970, principalmente, para a determinagdo de ndo metais, como fésforo,
enxofre e halogénios. Essa técnica baseia-se na absor¢cdo de moléculas diatbmicas
formadas entre um elemento ndo metalico e um metal em fase vapor que apresentam
bandas de absor¢cdo molecular muito finas, comparadas as linhas atémicas. Por meio da
GF-MAS e empregando espectrometros de baixa resolucdo, pode-se quantificar F, Cl, Br e |
usando uma lampada de catodo oco (HCL) com emissdo de radiagdo no respectivo
comprimento de onda de absor¢cdo da molécula. Recentemente, com o desenvolvimento da

espectrometria de absorcao atdmica de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite

® Flores, E. M. M. et al., in: F. J. Krug (Ed.) Métodos de preparo de amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras
orgéanicas e inorganicas para analise elementar, Secdo Técnica de Biblioteca - CENA/USP, 12 ed., Piracicaba, 2010, pp. 252-
255



Introducéo 16

(HR-CS-AAS), as lampadas de HCL foram substituidas pelo uso de uma lampada de arco
curto de xendnio de alta pressédo. Essa lampada emite radiacdo intensa de 185 a 900 nm,
permitindo a utilizagdo de uma unica fonte para toda faixa espectral. O monocromador, de
alta resolugéo, permite separar mais eficientemente a linha de absorcdo do analito das
linhas dos interferentes, praticamente resolvendo todos os problemas de interferéncia
espectral que comprometiam a utilizacdo dos equipamentos de baixa resolugdo. Além disso,
espectrdmetros de absorcdo atbmica mais modernos permitem também a amostragem
direta de sélidos para a determinacéo de halogénios em amostras biologicas dispensando a
aplicacéo de uma etapa de digestdo de amostras, previamente & determinacdo dos analito.®

Com base nas considerac¢des acima, no presente trabalho foi feito o desenvolvimento
de um método empregando MAS para a determinagdo de F, Cl, Br e | em amostras
biologicas, usando um espectrometro de absor¢cdo atbmica de alta resolugdo e fonte
continua e forno de grafite. O desafio analitico proposto no presente trabalho consiste em
fazer a introdugé@o de amostras solidas diretamente no forno de grafite para determinacéo de
halogénios em amostras biol6gicas sem a necessidade de aplicacdo de uma etapa previa de
decomposi¢cdo de amostra. A exatiddo do método foi avaliada pelo uso de materiais de
referéncia certificados (CRMs) e pela comparacdo com resultados obtidos por técnicas

alternativas.

®Welz, B. et al., High Resolution Continuum Source AAS, Wiley-VCH, Weinheim, Germany, 2005.



2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo abordados os principais aspectos relacionados aos problemas
causados pelos halogénios, bem como sua importancia na saude humana. Posteriormente
serdo apresentadas as técnicas analiticas mais amplamente empregadas para
determinacdo de F, Cl, Br e | e, também, os métodos de preparo de amostra geralmente
utilizados para decomposi¢cdo de amostras biolégicas visando a posterior determinacdo de
halogénios. Sera apresentada uma revisdo acerca da utilizacdo da espectrometria de
absorcao molecular para determinagéo de halogénios, bem como as principais aplicagdes.
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2.1. Determinacao de halogénios em amostras bioldgicas

O consumo de alimentos que contenham flior é importante para assegurar uma boa
saude oral. Por outro lado, o excesso de F no organismo pode aumentar o risco de fluorose,
principalmente em criangas. A ingest&o diaria recomendada varia de 0,05 a 1 mg kg™ dia™,
mas é importante salientar que sdo apenas quantidades recomendadas e que valores
exatos ainda s&o desconhecidos.’

Cloro também desempenha um papel fundamental no organismo, pois muitos
nutrientes sdo transportados quando associados a este elemento, na forma de cloretos. A
auséncia de cloro pode acarretar em caréncia dos nutrientes por alguma parte do
organismo, enquanto que o excesso de sal (NaCl) pode levar a problemas relacionados com
pressao arterial.?

Em relagdo a bromo, poucas informagfes estéo disponiveis na literatura a respeito
do seu mecanismo no organismo. Ha indicios que ele possa inibir o transporte do iodo até a
glandula tireoide, prejudicando o funcionamento da mesma. Além disso, pode provocar
efeitos carcinogénicos, quando presente na forma de BrO,*.2

lodo é um dos elementos quimicos essenciais ao organismo humano, cuja principal
funcéo esta diretamente relacionada ao funcionamento da glandula tireoide. A deficiéncia
desse elemento pode acarretar em problemas relacionados ao crescimento e
desenvolvimento humano e, por outro lado, 0 excesso deste elemento pode resultar no
desequilibrio desta glandula.’

O conhecimento da concentracdo de halogénios em amostras bioldgicas €
importante e diversas técnicas analiticas estdo disponiveis para sua determinacdo. Porém, a
maior parte delas requer que a amostra esteja na forma de uma solucéo, para que a mesma
seja introduzida no instrumento de medida. Cabe destacar que a necessidade de se
trabalhar com solugdes, deve-se ao fato que a maioria dos equipamentos empregados para
determinag&o de halogénios, assim como outros elementos sdo adequadas para a analise
de amostras liquidas ou solugBes. Assim, a determinacdo de halogénios em uma amostra
soélida implica na utilizagdo de um procedimento que vise & decomposicdo da amostra e,
consequentemente, a obteng&o dos analitos em uma solugcéo que deve ser compativel com
a técnica de determinacao.

A seguir, serdo apresentados os métodos de preparo de amostras mais amplamente

empregados para a decomposicdo de amostras organicas e obtencdo dos analitos em

! Prystupa, J., Toxicol. Mech. Methods 21 (2011) 103-170

2 FAO/WHO 2nd edn. (2004)

% Lag, M. et al., Chem. Res. Toxicol. 5 (1991) 528-534

4 Zimmermann, M. B., Jooste, P. L., Pandav, C. S., Lancet 372 (2008) 1251-1262



Revisdo da Literatura 19

solucdo e, posteriormente, as principais técnicas disponiveis para determinacdo de
halogénios em amostras biolégicas.

2.2. Métodos de preparo de amostra organicas para posterior determinacdo de

halogénios

Diversos métodos de preparo de amostras podem ser empregados para a
decomposicdo de amostras biolégicas visando a posterior determinacdo de halogénios.
Dentre os quais, destaca-se o uso da piroidrdlise, decomposicdo por via imida, métodos de
extracdo em meio alcalino e métodos de combustdo.” A seguir, serdo abordados
brevemente os principios de cada um dos métodos citados

A piroidrélise consiste em um método de decomposi¢do de amostras em um tubo
aquecido, na presenca de vapor d’agua e de um gas, que pode ser oxigénio, ar ou um gas
inerte. Em elevadas temperaturas e na presenca de agua, os halogénios liberados da
amostra, sdo convertidos, normalmente, em seus acidos volateis correspondentes.8 Essas
espécies sdo carreadas pelo vapor d'agua, por um condensador, até uma solucdo
absorvedora. No processo da piroidrélise, a liberacdo do analito da amostra é dependente,
basicamente, da temperatura e da forma quimica em que este se encontra na amostra.
Assim, a liberagédo do analito pode ocorrer na faixa de 700 a 1400 °C, mas temperaturas em
torno de 1000 °C sdao, geralmente, adequadas. Para alguns tipos de materiais, além da
elevada temperatura, sdo utilizados reagentes auxiliares, como SiO,, TiO,, WO3, Bi,O3,
AlL,O3 e V,05 ou misturas desses, sendo o0 V,0s 0 mais amplamente empregado. De maneira
geral, o tempo de decomposicao por piroidrolise pode variar de cerca de alguns minutos até
algumas horas e a composicao da mistura de amostra + reagente auxiliar variade 1 + 3a 1l
+ 5, respectivamente.>® A principal vantagem do uso desse sistema é que muitos 6xidos e
hidroxidos de metais sdo formados e permanecem no reator. Dessa forma, durante a
piroidrolise ocorre uma separagéo dos analitos da matriz, a qual permanece no reator o que,
em alguns casos, ajuda a minimizar problemas de interferéncia na etapa de
determinac&o.®°

A decomposicdo de amostras por fusao esta baseada no uso de um fundente
adequado combinado com o emprego de elevadas temperaturas. Nestas condicdes,
acontece a solubilizacdo e/ou decomposicdo da amostra solida no fundente e os analitos

sdo liberados da matriz. Dentre os reagentes mais utilizados para esta finalidade, destacam-

®*Welz, B. et al., High Resolution Continuum Source AAS, Wiley-VCH, Weinheim, Germany, 2005.

" Arruda, M. A. Z., Trends in Sample Preparation, Nova Science Publishers, New York, 2006.

8 warf, J. C., Cline, W. D. Tevebaugh, R., Anal. Chem. 26 (1954) 342-346

® Sulcek, Z., Povindra, P., Methods of decomposition in inorganic analysis, CRC Press, Boca Raton, EUA, 1989, pp 325-350
1% Schnetger, B., Muramatsu, Y., Analyst, 121 (1996) 1627-1631
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se as bases, Oxidos e sais inorganicos e, em alguns casos, 0 uso de agentes oxidantes em
proporgdes que variam de 1:2 a 1:50 (amostra:fundente). A maior quantidade de fundente
em relagdo a amostra é usada para garantir que aconteca a completa interagdo entre a
amostra e o fundente. A fusdo, geralmente, € feita em cadinho de platina ou niquel e
acontece em temperaturas que variam de 300 a 1000 °C. De maneira geral, o emprego
dessas temperaturas € adequado para que aconteca a interacdo entre o fundente e a
amostra. Apds esta etapa, € obtido um solido vitreo, geralmente solivel em agua ou &cidos
inorganicos (ex, HCI ou HNO3). Dentre as vantagens relacionadas ao uso da fusdo como
método de preparo de amostra, destaca-se a possibilidade de decomposicéo de elevadas
massas de amostra. Por outro lado, a solucéo final obtida da decomposicdo de amostra por
fusdo, geralmente, apresenta elevada concentragdo de fundente, o que pode causar
interferéncias na etapa de determinacdo, as quais estdo relacionadas a presenca de
elementos alcalinos e alcalinos terrosos presentes na solucao final. Outra desvantagem esta
relacionada ao uso de sistema aberto para decomposicdo de amostra, onde o0 risco de
perdas de analitos por volatilizagéo e/ou contaminag&do € mais pronunciado.™

A decomposigéo por via umida utilizando acidos concentrados também vem sendo
empregada para a decomposicdo de amostras bioldgicas para a posterior determinacédo de
halogénios. Nesse caso, sdo utilizados acidos inorganicos concentrados e/ou a mistura
deles (HNO3, HCIO,4, H,S0,) e reagentes auxiliares como H,0,.° Em alguns casos, ao final
da etapa de decomposicédo € adicionado um agente redutor para minimizar o risco de perdas
de halogénios pela formacdo de espécies volateis formadas durante a decomposicdo da
amostra. A decomposicdo de amostras biol6gicas acontece devido a eliminacdo da matéria
organica pela acdo oxidante do &cido inorganico utilizado, geralmente, sob aquecimento. As
formas de aquecimento empregadas nesses métodos de decomposicdo sao: aquecimento
convencional ou por micro-ondas. Blocos digestores sdo convenientemente empregados
como fonte de aquecimento convencional. O aquecimento por micro-ondas faz uso de
equipamentos especialmente desenvolvidos para este propoésito (decomposicdo por via
Umida assistida por radiagcdo micro-ondas, MW-AD). O emprego da MW-AD resulta,
geralmente, em melhor eficiéncia de decomposicéo, devido as condi¢cdes drasticas que

podem ser empregadas durante a decomposicdo da amostra.” Esses equipamentos contam

" Costa, A. C. S. et al., Decomposig¢des e solubilizacdo de sdlidos inorganicos in: F. J. Krug (Ed.) Métodos de preparo de
amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para andlise elementar, Se¢do Técnica de
Biblioteca - CENA/USP, 12 ed., Piracicaba, 2010, pp. 158-167

® Flores, E. M. M. et al., Decomposicdes de materiais organicos por via umida in: F. J. Krug (Ed.) Métodos de preparo de
amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras orgénicas e inorganicas para andlise elementar, Secdo Técnica de
Biblioteca - CENA/USP, 12 ed., Piracicaba, 2010, pp. 252-255

" Arruda, M. A. Z., Trends in Sample Preparation, Nova Science Publishers, New York, 2006
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com dispositivos que permitem o0 emprego de maiores pressfes e temperaturas,
aumentando a eficiéncia de decomposicdo da amostra.*?**

A MW-AD, em sistema fechado, apresenta diversas vantagens na decomposicao de
amostras bioldgicas, onde destaca-se a reducdo de perdas de analitos por volatilizacdo e o
risco de contaminacdo. Por outro lado, com respeito a determinacdo de halogénios, o meio
acido pode levar a perdas de F, Cl, Br e | devido a formacao dos respectivos acidos (HF,
HCI, HBr e HI), os quais sdo volateis e podem ser perdidos ao final do procedimento de
decomposicéo.**

A decomposicdo de amostras organicas também tem sido feita de forma adequada
pelo emprego de métodos de decomposicéo por combustdo.™ Nesse caso, a decomposicdo
acontece por uma reacdo de oxidagdo da matéria organica em que o O, atua como agente
oxidante, convertendo a matéria organica a CO, e H,0. Os gases gerados da decomposicao
da amostra sdo absorvidos em uma solucdo absorvedora adequada, onde ficam retidos os
analitos. Essa solucao pode ser escolhida de acordo com as caracteristicas dos analitos. No
caso dos halogénios, solugbes absorvedoras alcalinas tém sido amplamente empregadas
por minimizarem o risco de perdas de analitos por volatilizagdo. Provavelmente, o método
mais utilizado seja a combustdo por via seca em forno mufla. Esse sistema consiste,
basicamente em aquecer a amostra a temperaturas de, aproximadamente, 500 °C em um
cadinho. Entretanto, embora esse procedimento seja bastante utilizado, podem ocorrer
riscos de contaminaco ou perdas de analitos.*®*?

Com a finalidade de minimizar essas desvantagens da utilizacdo dos frascos abertos
de combustdo, outros sistemas tém sido utilizados, onde se incluem os métodos
convencionais de combustdo, como bomba de combustdo e frasco de Schéniger. No
entanto, esses métodos ndo permitem que uma etapa de refluxo seja aplicada apés a
decomposi¢cdo da amostra (exceto etapa manual). Além disso, a frequéncia analitica em
ambos o0s casos é baixa, pois apenas uma amostra pode ser digerida a cada ciclo.
Alternativamente aos métodos classicos de combustdo, a MIC tem sido aplicada para a

decomposicdo de amostras biologicas para a posterior determinacdo e metais e nédo

2 Flores, E. M. M. et al., Decomposices de materiais organicos por via Gmida in: F. J. Krug (Ed.) Métodos de preparo de
amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para andlise elementar, Secdo Técnica de
Biblioteca - CENA/USP, 12 ed., Piracicaba, 2010, pp. 252-255

3 Nogueira, A. R. A. et al., Decomposic¢des assistidas por radiagdo micro-ondas in: F. J. Krug (Ed.) Métodos de preparo de
amostras: Fundamentos sobre preparo de amostras organicas e inorganicas para andlise elementar, Se¢do Técnica de
Biblioteca - CENA/USP, 12 ed., Piracicaba, 2010, pp. 276-289
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® Souza, G. B. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 2195-2201
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metais.’® Nesse método, a amostra é prensada, na forma de um comprimido, posicionada
sobre a base de um suporte de quartzo sobre um disco de papel filtro umedecido com um
iniciador de combust&o (solugéo de NH,NO; 6 mol L™). Posteriormente, o suporte é inserido
no frasco de quartzo contendo 6 mL da solucdo absorvedora.”® Quando a radiacdo micro-
ondas incide sobre essa solucéo inicia o processo de combustdo da amostra. Os analitos
liberados durante a decomposicdo da amostra sdo retidos em uma solugdo absorvedora
adequada. No caso da posterior determinacdo de halogénios, as solucdes diluidas de

NH,OH e NH,CO; tém sido amplamente empregadas.?%*

2.3. Principais técnicas analiticas utilizadas para determinacdo de halogénios em
amostras bioldgicas

A determinacdo de halogénios em amostras biolégicas pode ser considerada um
desafio, principalmente, quando os analitos estdo presentes em baixas concentragfes. I1Sso
€ ainda mais critico quando a instrumentacéo utilizada para determinagdo permite apenas a
introducéo de solugdes aquosas. O procedimento de decomposi¢do de amostra resulta na
diluicdo da amostra, dificultando a determinagdo dos analitos presentes em baixas
concentracdes. Neste sentido, faz-se necessaria a utilizacdo de técnicas com elevada
sensibilidade, que permitam a determinacdo desses elementos, mesmo quando presentes
em concentracdes na ordem de pg g”. Entre as técnicas mais utilizadas e que possuem
sensibilidade adequada para a determinacao de halogénios, destacam-se as técnicas com
emprego de plasma como fonte de energia para excitacdo ou ionizacao (espectrometria de
emissdo optica com plasma indutivamente acoplado, ICP OES; e, espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado, ICP-MS),?**?®, coulometria,?’ cromatografia de fons
(IC)*® e potenciometria, utilizando eletrodo fon seletivo (ISE).*

Dentre as técnicas mencionadas, é importante destacar o uso da IC, que recebe
destaque devido a facilidade com que é feita a separacgéo, identificagdo e quantificagcdo das

espécies quimicas. Essa técnica estd baseada em um processo de separacdo dos

' Flores, E. M. M., et al., Anal. Chem. 76 (2004) 3525-3529

2 juliano S. Barin et al., J. Anal. At. Spectrom., 2014, 29, 352-358

2 Flores, E. M. M. et al., Anal. Chem. 80 (2008) 1865-1870

22 Mesko, M. F. et al., Anal. Bioanal. Chem. 398 (2010) 1125-1131

2 Moraes, D. P. et. al., Anal. Bioanal. Chem. 397 (2010) 563-570

* Flores, E. M. M. et. al., Anal. Chem. 85 (2013) 374-380

% Naozuka, J. et al., J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 917-921

%8 Muller, A. L. H. et al., J. Anal. At. Spectrom., 27 (2012) 1889-1894

" Hernandez, H. A., Aplication note, AnalytikJena, Alemanha, 2005, em www.analytik-jena.de, acessado em 05/2014
% pereira, J. S. F. et al., J. Chromatogr. A 1213 (2008) 249-252
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componentes da amostra entre duas fases: movel e estacionéria. O processo de separacdo
acontece em funcgéo de interacdes das espécies presentes na amostra em ambas as fases.
O mecanismo de interacdo com a fase estacionaria € a troca ibnica, onde as colunas
utilizadas sdo constituidas por um grupo funcional carregado, ligado a uma matriz
polimérica. A fase moével também contém espécies ibnicas ocorrendo, assim, uma
competicdo entre a distribuicdo das espécies presentes na amostra entre as fases movel e
estacionaria.®®> A IC tem sido usada para separacdo de céations e anions inorganicos e
organicos. Todavia, a separacao e quantificacdo de halogénios, NOs, NO, PO,> e SO,
tem sido o principal foco dos métodos reportados envolvendo essa técnica. Para a
determinacdo de halogénios detectores amperiométricos, espectrofométricos no UV-VIS e
de condutividade podem ser empregados. Porém, esse ultimo recebe destaque em razéo de
sua simplicidade e universalidade de resposta.!

Por outro lado, para amostras biologicas, as quais apresentam elevada concentracao
de anions, algumas interferéncias tém sido observadas na etapa de separacdo. A presenca
de elevada concentracdo acida também pode interferir na separacdo dos analitos. Uma das
alternativas encontradas para minimizar este tipo de interferéncia é aplicar uma etapa de
diluicdo da amostra. Entretanto, isso leva a uma diluicido da amostra que pode inviabilizar a
determinacdo dos halogénios presentes, normalmente, em baixas concentracbes em
amostras bioldgicas.

A potenciometria utilizando eletrodo ion seletivo é uma técnica bastante utilizada
para determinacao de cloro e flior e, também tem sido empregada para a determinacao de
bromo e iodo em diversos tipos de materiais. Os eletrodos ion-seletivos baseiam-se na
diferenca de potencial gerada pelo ion empregando uma membrana seletiva. A
instrumentacao utilizada apresenta baixo custo, sendo acessivel em muitos laboratérios. Por
outro lado, os limites de deteccdo (LODs) obtidos para todos os halogénios séo
relativamente altos, 0 que representa um inconveniente quando os analitos estdo presentes
em baixas concentragdes. Além disso, essa técnica € bastante suscetivel a interferéncias de
outros ions presentes em solucdo, mesmo quando soluc¢des de ajuste da forga ibnica sé&o
utilizadas. No caso do F, o ISE-F tem sido amplamente empregado juntamente com o
tampao de ajuste da forga ibnica, permitido que a determinagdo desse halogénio seja feita
em diversos tipos de materiais. *** Porém, no caso de amostras bioldgicas, os halogénios,
geralmente, estdo presentes em concentracdes consideravelmente mais baixas que o LOD

da técnica.*

% Meyer, V. R. Practical High-Performance Liquid Chromatography, John Wiley and Sons: Saint Gallen 1998
1 Wang, J. Analytical Electrochemistry, 2a ed. John Wiley & Sons, New York, 2000

2 Krishna, M. V. B. et al.,Anal. Methods 4 (2012) 1565-1572

% Dressler, V.L. et al., Anal. Chim. Acta 466 (2002)117-123

# Melichercik, J., Szijarto, L., Hill, A.R., J. Dairy Sci. 89 (2006) 934-937
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As técnicas com plasma (ICP-MS e ICP OES) sdo bastante atrativas para a
determinacdo de metais, ndo-metais e halogénios em amostras biol6gicas, devido a
capacidade multielementar, ampla faixa linear e baixos limites de deteccdo. Essas técnicas
sdo baseadas na ionizacdo dos analitos em um plasma, que consiste em um gas
parcialmente ionizado, atingindo temperaturas de até 10000 K. O argbnio tem sido o gés
mais utilizado para esse fim. No caso da determinacdo de halogénios por ICP-MS, os ions
positivamente carregados, formados no plasma, sdo separados em um espectrometro de
massas de acordo com a sua razao m/z e, finalmente, conduzidos até o detector. Entretanto,
essa técnica € suscetivel a interferéncias causadas pela presenca de alguns constituintes da
matriz, como € o caso do carbono, que interfere principalmente na determinacdo de
iodo.** Além disso, a determinacéo de cloro por ICP-MS pode ser afetada por interferéncias
de espécies poliatbmicas, como é o caso de *Ar'H* na determinac&o de cloreto (*’CI*). Esse
tipo de interferéncia pode ser evitada pelo uso de uma cela dindmica de reacgéo e coliséo e
cela de colisdo0.%

Nas determinagfes por ICP OES, a radiacdo emitida pelos halogénios durante as
transi¢cbes eletrbnicas no plasma, € conduzida até o sistema Optico, onde a radiagdo de
determinado comprimento de onda é separada e detectada.’’” Porém, a determinacdo de
halogénios por ICP OES é menos comum que por ICP-MS, principalmente, devido aos
piores LODs obtidos. Isso se deve as linhas de emissdo mais sensiveis estarem localizadas
em comprimentos de onda abaixo de 200 nm, sendo mais suscetiveis a interferéncia dos
gases que constituem a atmosfera, como O, e N,. Cabe destacar que, mesmo 0s
equipamentos de ICP OES que possuem um sistema 6ptico praticamente livre da presenca
de gases da atmosfera (6ptica selada), os LODs obtidos sao relativamente elevados,
tornando inviavel o emprego desta técnica para determinacdo de halogénios em baixas
concentracdes, em amostras bioldgicas.

Algumas técnicas que permitem a amostragem direta de sélidos, como a analise por
ativagdo neurdnica (NAA), ou espectrometria de fluorescéncia de raios-X também podem
ser empregadas para a determinacdo de halogénios. A NAA é uma técnica de anadlise
elementar fundamentada na producéo de radioisétopos, formados através de reacdes
nucleares entre néutrons e os atomos dos is6topos dos elementos que constituem a
amostra.® Entretanto, para esse tipo de analise, € necesséria uma estrutura relativamente

complexa, como reatores nucleares e geradores de néutrons. A NAA apresenta como

35 Grindlay, G. et al., Spectrochim. Acta Part B 86 (2013) 42-49

36 Tanner, S. D., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 1361-1452

37 Nolte, J. , ICP Emission spectrometry - a pratical guide, Wiley - VCH: New York, 2003

38 Kruger, P., Principles of Activation Analysis. Wiley Intescience, New Work, 1971 W. D. Ehmann, D. E. Vance radiochemistry
and nuclear methods of analysis. John Wiley and Sons, New York, 1991
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principais vantagens a capacidade de determinagdo multielementar e utilizacdo de pouca
guantidade de amostra. Por outro lado, a instrumentacdo tem um custo bastante elevado,
dificultando o acesso para muitos laboratérios. Além disso, o tempo de andlise é elevado,
principalmente, para elementos cujo decaimento apresente um logo tempo de meia vida.**"
40

A espectrometria de fluorescéncia de raios-X esta baseada na utilizagdo de um feixe
de radiagdo policromatica que tem a funcdo de excitar elétrons presentes na amostra. Um
dos principais problemas dessa técnica € que a sensibilidade diminui com o0 aumento do
namero atbmico do elemento e, em alguns trabalhos s&o observados problemas
relacionados a calibracdo. Esta técnica vem sendo utilizada principalmente para amostras
solidas, permitindo a determinacdo simultdnea ou sequencial de varios elementos, sem a
necessidade de decomposicdo da amostra.*

Como alternativa para as técnicas de determinacdo previamente apresentadas nesta
revisdo, a espectrometria de absorcdo molecular com amostragem de solidos em forno de
grafite também vem sendo utilizada para a determinacdo de halogénios em diversas
matrizes.*> A seguir, serdo apresentados os principais fundamentos relacionados a
espectrometria de absor¢cdo molecular para a determinagéo de halogénios em diversos tipos

de amostras.

2.4. Determinacdo de halogénios em amostras biolégicas por espectrometria de

absorcéo molecular

A espectrometria de absor¢cdo molecular (MAS) é uma técnica que foi desenvolvida
nos anos 70 para permitir a determinacdo de nao metais, como enxofre, fosforo e
halogénios. Inicialmente, foram empregados espectrdmetros de absorcao atbmica com fonte
de linhas, para essa finalidade. Atualmente, espectrémetros de absor¢do atdbmica de alta
resolucéo e fonte continua também vém sendo empregados.

De maneira geral, a espectrometria de absorgéo atdbmica (AAS) com fonte de linhas
foi desenvolvida para a determinacdo de metais e de alguns ndo metais. Os halogénios néo
podem ser determinados por essa técnica, pois suas linhas de absorcéo estéo localizadas
em comprimentos de onda fora da faixa de trabalho, normalmente, utilizadas nos
equipamentos (menor que 190 nm). Todavia, existem moléculas diatbmicas formadas por

metais e halogénios que possuem espectros complexos de absorcdo molecular com

* pavelka, S., Vobecky, M., Babicky, A., J. Radioanal. Nucl. Chem. 278 (2008) 575-579
“ |saac-Olive, K., Chatt, A., J. Radioanal. Nucl. Chem. 29 (2012) 479-486.

“. Miah, M. Y., Wang, M. K., Chino, M., J. Plant Nutrition 1999 (22) 229-235

“2 Butcher, D. J., Anal. Chim. Acta 804 (2013) 1-15
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estruturas muito estreitas e localizadas na regido do visivel e ultravioleta. Essas linhas de
absorgéo tem largura na faixa de pm e ndo sédo separadas por monocromadores de baixa
resolucdo, como é o caso dos utilizados nos equipamentos de absor¢cdo atbmica
convencionais. Quando essas moléculas sdo formadas podem ser utilizadas para fins
analiticos. Nesse contexto, alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos utilizando a absorgéao
molecular para determinacé@o de halogénios. A fonte de radiagéo utilizada é uma HCL com
linha de emissdo com mesmo comprimento de onda da energia absorvida pela molécula
formada. Dentre as HCL utilizadas para esse fim, destacam-se a de Pt (227,5 nm), 3 pp
(261,4 nm),” As (279,0 nm)* e Au (202,0 nm)* referentes & absorcdo molecular do AlF,
AICI, AIBr e TII, respectivamente. Diversos trabalhos, envolvendo a determinacdo de
halogénios por MAS, estdo mostrados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Recentemente, com o advento de espectrometros de absor¢do atdbmica com fonte
continua e alta resolugdo, as lampadas de arco curto de xenbnio de alta presséo
comecaram a ser utilizadas. Essas lampadas compreendem a faixa continua de emisséo
entre 185 e 900 nm. A intensidade de emissao excede a de uma lampada de catodo oco em
pelo menos 1 a 3 ordens de magnitude. A radiagdo que passa pelo atomizador e nédo é
absorvida, é dirigida ao monocromador de alta resolu¢do, que conta com um prisma e em
uma rede de difracdo Echelle. A radiacdo, de comprimento de onda referente a transicédo
eletrénica do analito, é selecionada pela rotacdo do prisma e da rede de difracdo para
posicOes pré-ajustadas. Por fim, a radiagdo transmitida, atinge o detector, que € constituido
por um arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD). Na Tabela 2 sdo mostrados,
de forma resumida, os trabalhos desenvolvidos para determinagcdo de halogénios
empregando a HR-CS-MAS.®

A técnica de HR-CS-MAS permitiu que outras moléculas diatdmicas fossem
estudadas. O uso dessa lampada possibilitou que moléculas que absorvem radiacdo no
intervalo de 185 a 900 nm possam ser empregadas para fins analiticos. Esse fato,
associado a alta resolucdo do equipamento, contribuiu para que essa técnica fosse
difundida para determinacdo de halogénios por MAS . Entéo, a determinacdo de halogénios

passou a ser feita HR-CS-MAS, usando também as seguintes moléculas GaF (211,248

3 Fender, M. A., Butcher, D. J., Anal. Chim. Acta 315 (1995) 167-176
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nm),**® CaF (606,440 nm),***' SrF (651,187 nm),>* AICI(261,418),>*>* CaBr (625,315
nm),>>’AlIBr (278,914 nm)°®’ e Bal (538,308 nm)>® As principais caracteristicas dos estudos
usando essas moléculas para determinacdo de halogénios estdo mostradas nas Tabelas 1 e
2.

2.4.1. Mecanismos envolvidos na formacéo de moléculas diatdmicas em fase vapor

A possibilidade de determinacdo de halogénios por espectrometria de absorcdo
molecular esta relacionada com a capacidade de formacao de moléculas diatdmicas entre o
halogénio e um metal. Esta molécula diatdmica é, normalmente, formada em fase vapor
através de uma reacdo que pode ocorrer de forma inerente ou ser provocada
intencionalmente. Por exemplo, algumas moléculas, como o PO, sédo formadas na chama ou
forno de grafite, em elevadas temperaturas mesmo sem a adigdo de reagentes. Quando a
formacdo da molécula ocorre de forma intencional, faz-se necessario a adicdo de um ion
metalico que viabilize a formagédo da molécula diatbmica com o elemento de interesse. Os
elementos do grupo 13 da tabela periddica (Al, Ga, In e Tl) formam com facilidade moléculas
diatbmicas com os halogénios, as quais apresentam alta estabilidade em fase vapor
podendo, dessa forma, gerar espectros de absorcdo molecular de interesse analitico.>
Embora existam varios trabalhos publicados envolvendo a determinagéo de halogénios por
MAS, poucos discutem a formacao de moléculas diatbmicas em fase vapor. A seguir, seréo
feitas algumas consideracdes sobre os mecanismos de formacao das moléculas diatdmicas
de haletos metalicos. Embora, essas moléculas possam ser formadas na chama ou no forno
de grafite, sera dado um enfoque maior para as reacdes que ocorrem no forno de grafite.

Estudos iniciais foram feitos por Huang e colaboradores®, os quais propuseram que
a formacdo de uma molécula diatdmica estavel se da pelas colisbes de seus atomos em
fase vapor. Essas colisdes resultam na combinagédo entre o elemento metalico (M) e um
halogénio (X), como pode ser observado na Reacgdo 1. Possivelmente ocorram outras

reacOes paralelas, as quais ndo foram mencionadas. Porém, em condi¢cdes em que o metal
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esta em excesso e sua concentracdo é considerada constante, o equilibrio quimico descrito

na Reacdo 1 prevalece e outras reacgdes paralelas nao afetariam o equilibrio.

M) *+ X(g)» MX(g) (1)

Na presenca de excesso do metal, o halogénio (X) tende a ser totalmente convertido
na formacao da molécula (MX), resultando em um maximo de absorcdo. Nesse sentindo, em
todas as reacbes que envolvem a formacdo de moléculas diatbmicas MX, o excesso do
metal M é requerido.

Especificamente para o uso da vaporizacdo em forno de grafite, alguns estudos
apresentaram informacgfes referentes a formacdo da molécula de MgF, as quais seréo
elencadas abaixo. Nesses trabalhos foi demonstrada a necessidade de adicdo de um
excesso de Mg em relagdo ao F e que a combinacdo de Mg e F ocorre em fase vapor,
resultando na formagdo da molécula de MgF. Nao foi descartada a possibilidade de
formacdo de MgF, competindo com a formacao de MgF. Porém, a presenca de um excesso
de Mg na fase vapor, condicionaria o deslocamento do equilibrio quimico para o lado dos
produtos, resultados na conversdo total do F em MgF. °*% Esse efeito é demonstrado na
Reacéo 2:

Mgg) + MgFzq) - 2MgF(g (2

Posteriormente, foi estudado se a adicdo de um céation metalico poderia atuar como
modificador quimico e auxiliar na reducdo de perdas de analito durante as etapas de
secagem e pirdlise.”®* O uso de solugbes de nitrato de metais alcalinos terrosos tem sido
amplamente empregados para esse fim e resultados adequados tem sido obtidos. Na
Tabela 1 e 2 estdo mostrados os estudos desenvolvidos para determinagdo de halogénios
MAS.

®. Dittrich, K. et al., Spectrochim. Acta 39B (1984) 349-363
%2 Yuzefovsky, A. I., Michel, R. G., J. Anal. At. Spectrom. 9 (1994) 1203-1207
% Styris, D. L., Anal. Chem. 56 (1984) 1070-1076
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2.5. Espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite e andlise direta de

solidos

Para a determinacdo de halogénios por espectrometria de absor¢cdo molecular, os
equipamentos utilizados sdo espectrometros de absorcédo atdmica com fonte de linhas ou
com fonte continua. As fontes de linhas sao lampadas de catodo oco de elementos que
possuem linhas de emissdo correspondentes a absor¢do molecular da molécula de
interesse. As lampadas de fonte continua emitem radiagcdo na faixa do UV-VIS, e o
comprimento de onda pode ser selecionado de acordo com a absor¢cdo molecular. A
formacdo da molécula diatbmica com o halogénio pode acontecer em uma chama ou forno
de grafite. Entretanto, no presente trabalho sera dada énfase ao uso do forno de grafite para
tal finalidade, bem como serdo apresentadas as vantagens da amostragem direta de sélidos
em forno de grafite.*?

A espectrometria de absorcdo molecular em forno de grafite tem se tornado viavel
para a determinacdo de halogénios, principalmente, por se ser uma técnica de elevada
sensibilidade, que permite a determinacéo de halogénios em baixas concentracdes (ug g™).
Essa técnica permite que um programa de aquecimento seja utilizado visando a
decomposi¢cdo da matriz, tornando-a adequada para determinagcdo de halogénios em varios
tipos de materiais. Essa técnica é considerada bastante versatil, pois permite a analise de
amostras liquidas, suspensdes ou até mesmo pela introducao direta da amostras solidas.
Diferentemente da amostragem de solu¢fes, com o uso da introducao direta de sélidos, a
etapa de decomposicao da amostra ndo se faz necessaria, fazendo com que os resultados
sejam obtidos mais rapidamente. Dentre as principais vantagens desse tipo de amostragem,
destacam-se 0 menor tempo requerido para preparo de amostras, pois em muitos casos,
apenas uma etapa de cominuicdo da amostra € necessaria. A moagem da amostra é feita,
geralmente, para diminuir o tamanho das particulas e garantir a homogeneidade. Essa
simplificacdo no pré-tratamento da amostra possibilita reduzir 0 tempo gasto nessa etapa
aumentando, assim, a frequéncia de determinagfes. Além disso, a amostragem de sélidos
requer o uso de pequenas quantidades de reagentes, resultando em menor risco de
contaminacdo e reducdo da geracdo de residuos, estando de acordo com o recomendado
pela Quimica Verde.** Além disso, o risco de contaminacéo é pequeno devido a pouca

manipulacdo.®

“2 Butcher, D. J., Anal. Chim. Acta 804 (2013) 1-15
% Lenardao, E. J. et al., Quim. Nova 26 (2003) 123-129

® Nomura, C. S., Silva, C. S., Oliveira, P. V., Quim. Nova 31 (2008) 104-113
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Atualmente, h& apenas um fabricante de instrumentos que comercializa
espectrometros de absor¢cdo atdmica com forno de grafite com um acessorio que permite a
introducéo direta de amostras sélidas. A instrumentacdo moderna permite que a introducéo
da amostra seja feita através de um acessorio manual ou mesmo completamente
automatizada, incluindo a etapa de pesagem, através do uso de uma balanca integrada. No
caso do amostrador manual, a amostra é pesada sobre uma plataforma de grafite, que é
introduzida e retirada do atomizador manualmente, através do uso de uma pin¢a metalica,
engquanto que no amostrador automéatico, um braco robético € quem conduz a plataforma
para o atomizador, bem como nas etapas de pesagem. A microbalanca utilizada para esta
finalidade possui resolugdo de 1 pug e pode ser posicionada proxima ao equipamento, no
caso do acessorio manual, ou mesmo integrada ao sistema de introdugdo automatico de

amostras solidas.®’

®7 Venkateswarlu, P., Lacroix, M.A., Kirsch, G.W., Microchem. J. 48 (1993) 78-85
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Tabela 1. AplicagBes envolvendo a determinacdo de Cl, F, Br e | por absorcdo molecular em forno de grafite empregando espectrébmetro de absor¢éo
atdbmica com fonte de linhas.

Absorcéao

Elemento Amostra Preparo de Amostra LOD Exatid&@o Referéncia
Molecular
F sangue Digest&o por via Umida: 20 uL de amostra, 500 uL de éter, 5 uL de HCIO, concentrado e ~ Molécula: AlF néo 98 a 100% 67
agitacdo manual ou banho de ultrassom por 15 min. Adi¢&o de 2 mL de bifenil de sodio € HcL de Pt informado
agitagdo pode 10 min. Adicédo de 0,5 mL de agua com agitagdo em vortexing por 10 min e _
centrifugagdo a 2500 rpm, por 2 min. O sobrenadante foi extraido com éter (2 vezes com A =227,5nm
0,5 mL) e 0,45 mL de fosfato de calcio e 1 mL de NH,OH. Antes da determinagdo, os
extratos foram aquecidos a 90 °C por 30 min, resfriados por 10 min, e centrifugados a 4000
rpm por 10 min. O sedimento foi tratado com 0,5 mL de agua e centrifugado 4000 rpm por
10 min. O flGor absorvido no sedimento do fosfato foi dissolvido em 100 uL de &acido
férmico 20 % e 100 puL de Al (usado como modificador) e diluido a 1 mL com aguA.
F leite bovino A amostra foi pipetada diretamente na plataforma de grafite Molécula: AIF néo 105% 68
HCL de Pt informado
A =227,5nm
F alumina e carvdo A determinacédo foi feita com amostragem direta de sélidos, sem etapa adicional de Molécula: AlF 205 pg 92 e 105% 69
preparo de amostras. HCL de Pt
A =227,5nm
Cl agua A amostra foi pipetada diretamente na plataforma de grafite Molécula: AlF néo Concordante 70
HCL de Pt informado  com o valor de
referéncia
A =227,5nm
| agua e planta A amostra foi pipetada diretamente na plataforma de grafite (amostra liquida) Molécula: TlI 35ng 94% 45
Digestdo via Umida: amostra + HNO; + H,SO, + HCIO, seguido da extracdo com HCL de Au
tiossulfato de sodio. % = 202 nm
F creme dental, leite  Diluicdo: creme dental e anticéptico bucal Molécula: AlF = 86 €118% 46
Emcgloéi‘gé'%%pggo Digestao via Umida: amostra sélida, 10 mL de HNO; 7 mol L™. A solucéo foi mantida sob  HCL de Pt 0,16 ng
u i ; P »
aquecimento em “hot plate —
ostra a P A =227,5nm
CleBr planta Decomposicao via seca: amostra foi adicionada a um cadinho, qual foi inserido em uma  Molécula: AICI  Cl = Boa 44
mufla a 550 °C, e mantido por 10 h. Apos as cinzas foram dissolvidas em HNO3 10% HCL de Pb 0,12 ng concordancia
A =261,4nm
Molécula: AIBr  Br=
HCL de As 1,1ng

A =279,0 nm
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Tabela 2. AplicagBes envolvendo a determinacéo de Cl, F, Br e | por absorcdo molecular em forno de grafite empregando espectrdmetro de absorgéo
atdbmica com fonte continua.

Absorcéo Cix P
Elemento Amostra Preparo de Amostra & LOD Exatid&@o Referéncia
Molecular
F células de cancer Extragdo com solucéo tampéo de fosfato, lavagem com tripsina, resuspensdo em 10  Molécula: GaF 228pugL” nédo 48
mL de DMEM, centrifugagdo a 2300 rpm, por 3 min, 4 °C, e lavagem, por duas informado
vezes com solugdo tampéo de fosfato. Estocagem a 20°C A =211,248 nm
F agua A amostra foi pipetada diretamente na plataforma de grafite Molécula: GaF 7,4 pg 97 a 106% 46
A =211,248 nm
F creme dental 0,01 - 0,02 g de amostra foram solubilizados em agua ultrapura Molécula: GaF 0,0052 ng 98 a 106% 47
A =211,248 nm
F leite pasteurizado A amostra foi pipetada diretamente na plataforma de grafite Molécula: CaF 0,13 ng Concordanci 49
B a satisfatoria
A = 606,440 nm com os
CRMs
F cha Digestdo por via Umida: 0,5 g de amostra e 7 mL de HNOs;. Programa de Molécula: CaF 160 pg L™ 90 a 98% 50
aguecimento: 40 min e 30 min de resfriamento
A = 606,440 nm
F agua A amostra foi pipetada diretamente na plataforma de grafite Molécula: SrF ndo informado  N&o 52
avaliada
A = 651,187 nm
Cl musculo bovino e Digestao por via imida: 0,1 g de amostra e 1,5 mL de HNOs. A solugdo foi mantida  Molécula: AICI Digestao via Apbs 50
leite em p6 a temperaturas ambiente por 12 h, filtrada (0,45 pum), e diluida a 15 mL com &gua Umida: digestéo via
ultra A =211,248 nm amida:
pura. 4 Umida:
_ o X 18ugg
Digestéo e precipitagdo: 0,1 mg de amostra, 1 mL de AgNO; 1 mol L™, 4 mL de 252 49%
HNO; e 1 mL de H,0O,. Programa de aquecimento: banho-maria a 50 °C, por 2 h. A
solugéo foi centrifugada a 2500 rpm por 15 min e o precipitado foi lavado com agua Digestéo e
duas vezes e dissolvido em 2 mL de amonia. precipitagdo: Ap6s
digestao e

9ugg?

precipitacao:

79 e 115%
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continuacgdo da Tabela 2

Absorcéo i a
Elemento  Amostra Preparo de Amostra & LOD Exatidao Referéncia
Molecular
Br sais de Bre Solubilizagdo: 0,05 g de sal de bromo foram solubilizados em 50 mL de agua Molécula: AlBr ng 97 e 103% 57
farmacos ultrapura;
A =278,914 nm
0,3 g de pilula farmacéutica foi solubilizada em 1 mL de HNO; e diluido em 50 mL |
de agua. Molécula: CaBr
A =625,315 nm
Br polimeros Dissolucéo: 0,3 g de um comprimido contendo bromocloro-5,5-dimetilimidazolidina-  Molécula: CaBr 78 pg 95% 55
retardante de 2,4-diona foram dissolvidos em agua.
chamas, sal de Br, A = 625,315 nm
desinfetante
Br materiais plasticos A determinacdo foi feita com amostragem direta de sélidos, sem etapa adicional de  Molécula: CaBr 1,8 ng Adequada 56
preparo de amostras. concordanc
A =625,315 nm ia com os
CRMs
. . . . ; . ) . 71
Br vinhos e farmacos  Os farmacos foram diluidos em agua e pipetados na plataforma de grafite. As  Molécula: 1,6 ng
amostras de vinho foram pipetadas diretamente na plataforma de grafite, sem
tratamento prévio. SrBr
A = 651.058 nm
| farmacos para Solubilizagéo: 1 pilula foi diluida em &gua ultrapura Molécula: Bal 0,6 ng 102 e 103% 58

tireoide

A = 538,308 nm




3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados 0s equipamentos, reagentes, vidrarias e amostras
utilizados no desenvolvimento desse trabalho. Também estdo descritos os procedimentos
de preparo das amostras, bem como a etapa de caracterizacdo das mesmas.

Além disso, serdo descritos os métodos utilizados para a determinacdo de
halogénios em amostras biolégicas empregando as técnicas de ICP-MS, IC e ISE apés a
decomposi¢do por MIC. Cabe destacar que os resultados obtidos por esses métodos foram
utilizados como referéncia para o desenvolvimento do método proposto

Posteriormente, serd apresentado o procedimento envolvido no desenvolvimento do

método proposto para a determinacdo de halogénios por HR-CS-MAS.
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3.1. Instrumentacéao

A determinacdo de F, Cl, Br e | nas amostras bioldgicas foi feita empregando um
espectrometro de absorcdo atbmica de alta resolugdo com fonte continua, modelo ContrAA
700 (Analytik Jena, Jena, Alemanha) equipado com um sistema manual para introducdo de
amostras solidas modelo SSA 600 (Analytik Jena). O sistema Optico € equipado com
sistema de alta resolucdo constituido por um prisma e um monocromador do tipo grade de
difracdo Echelle. A fonte de radiacdo utilizada neste equipamento € uma lampada de arco
curto de xendénio (poténcia de 300 W) com emissao continua na faixa de 185 a 900 nm. Na
Tabela 3 estdo mostrados os comprimentos de onda utilizados para determinacdo dos
halogénios através da absorcdo das respectivas moléculas diatbmicas formadas pelos

analitos em estudo.

Tabela 3. Comprimentos de onda usados para a determinacgéo de F, Cl, Br e | por HR-CS-MAS.

Elemento Molécula A, NM

F CaF 606,440
F GaF 211,248
Cl AICI 261,418
Br CaBr 625,315
[ Bal 538,308

Todas as determinacdes foram feitas utilizando forno de grafite com aquecimento
transversal, usando tubos de grafite com tratamento pirolitico proprios para analise direta de
sélidos (Analytik Jena, Art, n° 07-8130325). As amostragens foram feitas com a pesagem
direta das amostras sélidas sobre plataformas de grafite com tratamento pirolitico (Analytik
Jena, Art, n° 407-A81.312). Para determinacéo de F, Br e | foram selecionados 3 pixeis do
detector (100, 101 e 102), e para as determinacdes de Cl, foi selecionado apenas o pixel
central (101). Na Tabela 4 sdo mostrados os programas de aquecimento utilizados para a
determinacédo de halogénios por HR-CS-MAS.

A Figura 1 pode ser visto o sistema de introducdo de amostras sélidas empregado

para a determinacdo de halogénios por absor¢cdo molecular (contrAA 700).
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Figura 1. (A) sistema manual para introducdo de amostras solidas e (B) pin¢a para introducdo da

plataforma de grafite no interior do tudo de grafite.

Para comparagdo dos resultados, as amostras foram digeridas por MIC, onde foi
empregado um forno de micro-ondas modelo Multiwvave 3000 (Anton Paar, Graz, Austria)
equipado com 8 frascos de quartzo. Esse sistema possui sensores que permitem que
temperaturas e pressdes de 280 °C e 80 bar, respectivamente, sejam atingidas durante a
decomposicdo das amostras. A determinacdo de Cl, Br e | nas solucdes obtidas com a
decomposicdo por MIC foi feita utilizando um espectrémetro de massa com plasma
indutivamente acoplado modelo ELAN® DRC |l (PerkinElmer, EUA) equipado com
nebulizador pneumatico tipo A (Meinhard®, EUA) com camara de nebulizacdo ciclbnica
(Glass Expansion, Australia) e tocha com tubo injetor de quartzo de 2 mm de diametro
interno. Os is6topos com m/z 37, 79 e 127 foram monitorados para a determinacéo de ClI, Br
e |, respectivamente. A determinacdo de F foi feita por potenciometria, utilizando um
eletrodo ion seletivo para fluoreto com membrana de fluoreto de lantanio dopado com
eurépio, modelo 781 (Metrohm, N° 6,0502,150) e um eletrodo Ag/AgCl 781 (Metrohm, N°
6,0726,100) foi utilizado como referéncia, ambos conectados a um potencibmetro modelo
780 (Metrohm).

Adicionalmente, para comparagédo dos resultados, a concentracdo de F, Cl, Br e | foi
determinada em um cromatégrafo de ions modelo MagIC, (Metrohm lon Analysis, Herisau,
Suica) com detector por condutividade. O cromatogrado possui um sistema de supresséo de
CO, (modelo 833 supressor Unit, Metrohm) e foi utilizada uma coluna trocadora de &nions A
Supp 5 (Metrosep, Metrohm) (150 x 4 mm d.i., 5 um de didametro de particula) com grupos
de amédnio quartenario suportados em poli(alcool vinilico) e uma coluna guarda (5 x 4 mm

d.i., 5 um de didmetro de particula) com o mesmo material usado para preenchimento da
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coluna de troca ibnica. A vaz&do da bomba foi ajustada para 0,7 mL min™. A fase mével foi
preparada a partir da dissolucdo de Na,CO; p.a. (Merck) e NaHCO; p.a. (Merck) em agua,
sendo que a concentracio da fase moével foi de 3,2 mmol L* e 1 mmol L™ de Na,CO; e
NaHCOs, respectivamente. A coluna supressora foi regenerada periodicamente com solugéo
de H,SO, 50 mmol L?,

A determinagdo dos elementos majoritariamente presentes na amostra de leite foi
feita por ICP OES, usando um espectrometro de emissdo Optica (Optima 4300 DV,
PerkinElmer) com vista axial, injetor de quartzo, nebulizador concéntrico de quartzo e
camara de nebulizacao ciclonica, apos a diluicdo adequada.

Todos os procedimentos de pesagem foram feitos utilizando uma balanca analitica
modelo AY220 (Shimadzu, EUA) com resolucdo de 0,0001 g e tara maxima de 220 g. A
pesagem das amostras para determinagdo de halogénios por HR-CS-MAS foram feitas em
uma microbalanga modelo M2P (Sartorius, Géttingen, Alemanha) com resolucdo de 0,001
mg. Para os procedimentos de secagem, foram utilizados um liofilizador (Terroni Fauvel
Modelo LH 2000/3, S&o Paulo, Brasil) e uma estufa com circulagdo de ar modelo 400/2ND
(Nova Etica, Brasil). A determinac&o da distribuicdo do tamanho de particula da amostra de
leite em po feita empregando o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido). Os comprimidos, utilizados para decomposicdo das amostras
por MIC, foram feitos utilizando uma prensa hidraulica modelo Manual Hidraulic Press, 15
ton (Specac, Inglaterra).

3.2. Reagentes

A &gua utlizada foi destilada, desionizada em coluna de troca idnica e,
posteriormente purificada em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA). Para os
procedimentos de descontaminagéo foi utilizado HNO; P.A. (65%, 1,4 kg L, Merck,
Darmstad, Alemanha). As solu¢des absorvedoras utilizadas para reter os analitos liberados
na decomposicdo das amostras por MIC foram preparadas pela diluicdo da solucdo de
amonia liquida (28-30%, Merck, Alemanha) em &gua ultra-pura. A solucdo de NH;NOs;,
utilizada como iniciador de combustéo, foi preparada a partir da dissolucéo do respectivo sal
em agua purificada. Papel filtro, com baixo teor de cinzas (Black Ribbon Ashless, Schleicher
e Schuell, Dassel, Germany), também foi utilizado na decomposi¢do por MIC, os quais
foram previamente descontaminados com etanol em banho de ultrassom por 3 ciclos, de 20
min, seguidos de 3 ciclos com agua.

As solucdes de referéncia aquosas de F, Cl, Br e | foram preparadas a partir da

dissolugdo de seus respectivos sais, NaF, NaCl, KBr e KI (Merck, Alemanha), em agua.
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Também foram preparadas solu¢gBes a partir dos reagentes AgNO3z, AI(NO3)s, Ba(NOs3),,
Ca(NOs), 4H,0, Sr(NOs3),, Pd(NO3), (Merck, Alemanha). Para o preparo de todas essas
solucdes foi utilizada 4gua ultra-pura. Essas solu¢des foram utilizadas no desenvolvimento

dos métodos para determinacdo de halogénios em amostras bioldgicas por HR-CS-MAS.
3.3. Amostras

Para o desenvolvimento do método para determinacdo de halogénios por HR-CS-
MAS foi utilizada uma amostra de leite em p6 integral adquirida em comércio local e um
CRM de mausculo bovino (NIST 8414). Posteriormente, ja com as condi¢cdes otimizadas, o
método foi aplicado para outras amostras biolégicas, como, leite em pd desnatado e semi-
desnatado. Para avaliar a exatiddo do método proposto, foi feita a determinacéo de F, CI, Br
e | em CRMs de origem bioldgica: NIST 8435 (whole milk powder), NIST 1566a (oyster
tissue), NIST 1577 (bovine liver) todos produzidos pelo National Institute of Standards and
Technology (NIST, Gaithersburg, EUA). Esses CRMs também foram digeridos por MIC e a
determinacédo de CI, Br e | foi feita por ICP-MS, F por ISE e adicionalmente, a determinag&o
de F, Cl, Br e | também foi feita por IC.

Devido a pouca disponibilidade de amostras biol6gicas com concentra¢@o de fluor
adequada para o desenvolvimento do método para determinacao de F por HR-CS-MAS, foi
feita a adicdo de analito em amostra de leite em poé integral. Nesse procedimento, foram
pesados aproximadamente, 40 g de leite em po6 integral e adicionados a um béquer
contendo 80 mL de agua ultrapura. Apos, foram adicionados 200, 400, 800 ou 1600 pL da
solugéo de F (1160 mg L™) correspondentes & adicdo de 5, 10, 20 ou 40 pug g™ de fldor,
respectivamente. A solu¢do foi mantida sob agitacdo por 2 horas. Posteriormente, as
amostras contendo flaor, foram secas em liofilizador e moidas em moinho criogénico.
Adicionalmente, para avaliar a adsor¢do de flior foi feita a decomposicdo das quatro
amostras (contendo 5, 10, 20 ou 40 ug g™ de F) por MIC e a subsequente determinacdo de
flaor foi feita por ISE e IC.

3.4. Tratamento dos Resultados

Os dados obtidos nesse trabalho foram avaliados estatisticamente com a aplicacéo
do teste t-Student, considerando um nivel de confianca de 95%. Os limites de detecc¢éo e
quantificacdo foram calculados a partir da maxima quantidade de amostra que poderia ser

introduzida dentro da faixa linear usada para cada elemento, considerando-se também a
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recomendacdo da IUPAC (B + 3o para LOD e B + 10c para LOQ, sendo ¢ 0 desvio padrédo
de 10 leituras consecutivas do branco, e o B o valor do branco).
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Tabela 4. Programas de aquecimento utilizados para determinacéo de F, Cl, Br e | por HR-CS-MAS
Etapa Flaor Cloro Bromo lodo
Solucao de referéncia (10 pL) F 1000 pg L™ Cl25mg L™ Br10 mg L™ 110 mg L™
Modificador (10 pL) - *Sr 2000 mg L™ *Pd 3000 mg L™ -
Reagente para (10 pL) *Ca4glL” *Al 200 mg L™ *Ca30mg L™ *Ba 5000 mg L™
Secagem 1
Temperatura, °C 90 90 90 90
Rampa, °C s™ 5 5 5 5
Tempo, s 20 20 20 20
Vazao de Ar, L min™ 2 2 2 2
Secagem 2
Temperatura, °C 120 120 120 120
Rampa, °C s™ 30 30 30 30
Tempo, s 30 30 30 30
Vazao de Ar, L min™ 2 2 2 2
Pirélise
Temperatura, °C 900 700 900 600
Rampa, °C s™ 50 50 50 50
Tempo, s 50 50 50 50
Vazao de Ar, L min™ 2 2 2 2
Vaporizacéo
Temperatura, °C 2200 2100 1900 1900
Rampa, °C st 3000 3000 3000 3000
Tempo, s 10 10 10 10
Vaz&o de Ar, L min™ 0 0 0 0

*solugdes preparadas a partir da dissolugéo do nitrato do respectivo elemento, em agua.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Amostras

A primeira etapa deste trabalho constituiu na selecdo de uma amostra, de origem
biolégica, para ser utilizada no desenvolvimento do método para determinacdo de F, Cl, Br e
| por HR-CS-MAS. Para isso, amostras de figado bovino, peixe e leite em pé (integral, semi-
desnatado e desnatado) foram digeridas por MIC com subsequente determinacéo de F, Cl,
Br e | foi feita por IC e ClI, Br e | por ICP-MS. Os resultados obtidos para Cl, Br e | indicaram
que qualquer uma das amostras avaliadas poderia ser empregada no desenvolvimento do
método proposto, pois a concentracéo de Cl, Br e | esteve acima do LOD das técnicas de
ICP-MS e IC e os desvios padréo relativos (RSDs) foram menores que 5%. Entretanto, a
concentracdo de flior esteve sempre abaixo do limite de deteccdo da técnica de IC,
independente da amostra avaliada. Nesse caso, os estudos para escolha das temperaturas
de pirélise e vaporizacdo para a determinacdo de flor por HR-CS-MAS em amostra
biol6égica ndo poderiam ser executados com nenhuma das amostras avaliadas.

Entdo, optou-se por tentar melhorar o limite de deteccdo (LOD) para fltor e, assim,
conseguir quantifica-lo nas amostras biolégicas para possibilitar a obtencao das curvas de
pirélise e vaporizagéo do sistema HR-CS-MAS proposto. Entéo, visando a quantificacdo de
fluor nas amostras acima citadas, a MIC foi utilizada, diferentemente ao emprego
convencional, como um método de pré-concentracdo dos analitos. Este procedimento foi
empregado visando melhorar o limite de quantificagdo do método e, ainda, avaliar a
possibilidade de determinacdo de fluor por ISE. Neste sentido o método de decomposicao
foi modificado em relacdo ao sistema proposto por Flores et al., 2004.° Nesta nova
proposta de uso da MIC, 500 mg amostra de leite em po6 integral foram digeridos usando o
sistema pressurizado com 20 bar de O,, onde os analitos foram retidos em 6 mL de solucéo
absorvedora (NH,OH 200 mmol L"). Diferentemente do método de decomposicdo por MIC
convencionalmente empregado, um outro suporte de quartzo com outro comprimido de
amostra (500 mg de leite em pd) foi inserido no frasco de quartzo contendo a solucéo
absorvedora proveniente da queima anterior. O sistema foi novamente pressurizado e a
decomposicdo foi feita usando 5 min de aquecimento por radiacdo micro-ondas. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes, perfazendo a decomposi¢cdo de 2 g de

amostra, utilizando a mesma solucao absorvedora. Apods, a solucdo absorvedora foi

' Flores, E. M. M. et a., Anal. Chem. 76 (2004) 3525-3529
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transferida para um frasco volumétrico e o volume final foi completado para 25 mL. E
importante salientar que, ao final de cada ciclo de decomposi¢cdo, o suporte de quartzo foi
lavado com aproximadamente 3 mL de 4gua ultra-pura antes de ser removido do frasco de
decomposicdo. Essa lavagem foi feita para que os analitos que poderiam ter ficado retidos
no suporte de quartzo fossem levados a solucdo absorvedora. Os resultados obtidos estao
apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Concentracdo de F, Cl, Br e | em leite em pé integral, ap6s a decomposicdo por MIC como método de pré-concentracdo dos analitos.

Determinacao de ClI, Br e | por ICP-MS, F por ISE e F, ClI, Br e | por IC (média + desvio padrdo em pg gln=3)

Ciclos de oH Flaor Cloro Bromo lodo
digestdo ISE IC ICP-MS IC ICP-MS IC ICP-MS IC
1 59 <59 <32 9254 + 156 9024 + 121 18,1+ 0,3 19,3+ 0,4 0487+0,013 <48
2 57 <29 <32 9225 + 145 9201 + 117 18,2+ 0,1 18,9+ 0,2 0491+0,005 <24
3 55 <19 <32 9105 + 131 9108 + 100 18,5+ 0,1 18705 0472+0,011  <1,6
4 52 <15 <32 9192 + 100 9105 + 98 18,41 0,3 19,1+ 0,4 0,502 £0,009  <1,2

Obs: as determinacdes de F (ISE e IC) e | (IC) foram menores que os respectivos LODs.
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Conforme pode ser observado na Tabela 5, a determinacdo de F, Cl, Br e | foi feita
por IC nas solucbes obtidas da decomposicdo de 2 g de leite em pé, usando os mdltiplos
ciclos de decomposicdo por MIC. De acordo com o0s resultados mostrados na Tabela 5,
mesmo empregando 4 ciclos de decomposicao a quantificacdo de F nao foi possivel pelas
técnicas utilizadas (IC e ISE), pois as concentracfes obtidas nas solugdes finais foram
abaixo do limite de deteccéio (IC<3,2nggtelSE<15pugg’).

Entdo, a fim de obter uma amostra com concentragdo de F adequada para o
desenvolvimento do método para determinacdo de fldor por HR-CS-MAS em amostras
bioldgicas, optou-se por fazer a adigédo de flior na amostra de leite em po integral. Para isso,
foram adicionadas a amostra sélida, concentra¢cdes de flior que pudessem ser quantificadas
por IC ap6s a decomposicdo da amostra por MIC (usando apenas um ciclo de
decomposicéo). Este procedimento de adicdo de analito a amostra foi feito segundo descrito
nos Materiais e Métodos (item 3.3. Amostras). Foram preparadas quatro amostras com
adicdo de 5, 10, 20 ou 40 pg g* de F. Para este procedimento, aproximadamente 40 g de
leite em po integral foram solubilizados em 80 mL de agua. Apds, foram adicionados 200,
400, 800 ou 1600 pL da solucédo de F (1160 mg L™) as amostras, correspondendo a 5, 10,
20 ou 40 pg g™ de fluor, respectivamente. Posteriormente, as amostras foram secas em
liofilizador e moidas em moinho criogénico.

A avaliacdo da massa de floor adicionada & amostra de leite foi feita pela
decomposicdo das quatro amostras (contendo 5, 10, 20 ou 40 pg g') por MIC e
subsequente determinacado de F por ISE e IC. Os resultados obtidos para determinacdo de F
nas amostras que foram submetidas ao procedimento de adigdo de analito estdo mostrados

na Tabela 6.

Tabela 6. Concentracdo de F por IC e ISE em leite em pé integral apés adicédo de 5, 10, 20 ou 40 ug

g™ de F (média + desvio padrdo em ug g™, n = 3).

Amostra + F
F(ng g™ MIC - IC MIC - ISE
5 5,89 + 0,25 <5,9
10 10,6 + 0,2 9,98 + 0,4
20 21,2+0,9 194+1,1
40 37,7+ 1,0 38,124

Conforme pode ser observado na Tabela 6, ndo houve diferenca significativa (teste t-
Student, nivel de confianga de 95%) entre os valores obtidos para flior por IC e por ISE,

apés a decomposi¢cdo por MIC. Além disso, foi verificado que o flior adicionado foi
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homogeneamente incorporado as amostras de leite em po integral. Isso pode ser verificado
através dos baixos valores de RSDs da determinacdo de F por IC e ISE. Entdo, a amostra
de leite em p6 integral em que foi adicionado 10 pg g™ de F foi utilizada para a obtencdo das

curvas de pirélise e vaporizacdo para determinagdo de F por HR-CS-MAS.

4.1.1. Caracterizacdo da amostra de leite em poé

A amostra de leite em po integral foi caracterizada através da determinagdo dos
seguintes parametros: teor de umidade, residuo mineral fixo, tamanho de particula e
concentracdo de C, Ca, Cl, K, Mg, Na, K, N, P e S. A determinacdo do teor de agua e
residual mineral fixo foi feito de acordo com métodos oficiais recomendados para amostras
de leite.”” A determinacdo de Ca, K, Mg, Na, K, P e S foi feita por ICP OES ap6s a
decomposi¢éo da amostra de leite em p6 por MIC. A determinacéo de ClI foi feita por IC. A
determinagdo de C e N foi feita por andlise elementar. Os resultados obtidos estdo
mostrados na Tabela 7.

Adicionalmente, foi feita a determinacdo da distribuicdo do tamanho de particula na
amostra de leite em po, ap6s moagem em moinho criogénico e moinho de bolas e, também,
na amostra sem passar por processo de moagem. A distribuicdo do tamanho de particulas

obtido apds os diferentes tipos de moagem estd mostrada na Tabela 7.

Tabela 7. Caracterizagdo da amostra de leite em p6 integral.

Parametro avaliado Resultado
Teor de umidade, % 5,52 +0,21
Residuo mineral fixo, % 6,55+ 0,73
C, % 50,5+0,6
N, % 4,02+0,41
Cl, % 0,925 + 0,027
Ca, % 0,459 + 0,010
K, % 1,16 £ 0,02
Mg, % 0,554 + 0,018
Na, % 0,318 £ 0,016
P, % 0,322 + 0,004
S, % 0,216 £ 0,014
Distribuicdo do tamanho de particula, um

sem moagem 148

moinho de bolas 103

moinho criogénico 39,9

" The Official Methods of Analysis of AOAC International (OMA), 18th Edition, AOAC International, Gaithersburg, USA, 2005
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4.2. Determinagao de fluor por HR-CS-MAS

4.2.1. Escolha da molécula para a determinacéo de flaor por absor¢cédo molecular

4.2.1.1. Uso da molécula de GaF

Inicialmente, foi feita a escolha da molécula que seria utilizada para a determinagéo de
flior em amostras bioldgicas empregando a técnica de HR-CS-MAS. Diversos estudos tém
sido desenvolvidos para determinacdo de fllor empregando a absorcdo da molécula de
GaF."** Nesses trabalhos, sdo utilizados modificadores quimicos que auxiliam na
estabilidade do analito durante as etapas de secagem e pirélise, permitindo que a solucdo
e/ou a composicdo organica da amostra sejam eliminadas sem acarretar em perdas de
analitos devido ao emprego de temperaturas relativamente elevadas. Neste sentido,
solugdes contendo Ca, Mg, Pd, Ru, Zr, NH4H,PO,, dentre outras, tem sido constantemente
avaliadas em funcéo do tipo de amostra e da espécie de fllor que esta presente na amostra.
Além disso, é feita a adi¢cdo de Ga visando a formacdo da molécula de GaF e subsequente
absorcéo molecular em 211,248 nm.

Dentre os trabalhos encontrados na literatura para determinagdo de F usando a
molécula de GaF, o que utilizou a amostra com matriz mais semelhante a utilizada no
presente trabalho (leite em pé integral) foi o desenvolvido por Kruger e colaboradores®.
Entdo, as condigbes previamente estudadas foram aplicadas no presente trabalho.
Primeiramente, foi feito o recobrimento da plataforma de grafite com uma solucéo de Zr (10
uL de Zr 1000 mg L™). Em seguida, foram adicionadas solucdes de F (10 pL de F 50 pg L™),
Ga (10 pLde Ga5gL"), Mg (5puLde Mg5gL™h), Ca(5uLdeCa5gL") ePd(5uL de Pd
5 g L") empregando temperaturas de pirdlise e vaporizacdo de 700 e 1600 °C,
respectivamente. As medi¢cdes de GaF foram feitas em absorbancia integrada, obtendo-se o
valor 0,551 % 0,049 s, indicando que estudos subsequentes fossem feitos. Entéo,
posteriormente, foi avaliada a viabilidade da utilizagdo deste método para determinacéo de
flior em amostras biolégicas. Para estes ensaios foi utilizado, aproximadamente, 1 mg de
amostra de leite em p6 contendo 10 pg g™ de F. Entretanto, diferentemente dos resultados
obtidos quando apenas a solucdo de referéncia foi empregada, foram observadas vérias
interferéncias na intervalo selecionado (200 pm). Algumas destas interferéncias ja foram
discutidas na literatura, como é o caso da absor¢cdo molecular por parte da molécula de

PO.*® Considerando as severas interferéncias espectrais encontradas na janela espectral

“ Gleisner, H., Welz, B., Einax, J. W., Spectrochim. Acta Part B 65 (2010) 864-869
" Gleisner, H. et al., J. Pharmaceut. Biom. 54 (2011) 1040-1046
8 Kriiger, M. et al., Spectrochim. Acta Part B 69 (2012) 50-55
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selecionada, as quais ndo foram corrigidas pela resolucdo do equipamento, optou-se por
avaliar a viabilidade do uso de outra molécula para determinacao de fllor usando a técnica
de HR-CS-MAS.

4.2.1.2. Uso da molécula de CaF

Posteriormente, investigou-se a possibilidade de uso da molécula de CaF para a
determinacdo de flior por HR-CS-MAS. Inicialmente foram conduzidos experimentos
empregando as condi¢cdes previamente otimizadas, conforme trabalho desenvolvido por
Ozber et. al.*® Neste trabalho, foi feita a determinacio de F em leite pasteurizado por HR-
CS-MAS, usando a absor¢cdo molecular de CaF. Temperaturas de pirélise (700 °C) e
vaporizagdo (2250 °C) foram selecionadas e a absor¢do molecular foi monitorada no
comprimento de onda de 606,440 nm. Para estes testes iniciais, foram utilizadas solu¢des
de F (10 pL de F 1000 pg L™ e de Ca (10 pL de Ca 4 g L), com recobrimento prévio da
plataforma de grafite com 10 injecdes de 20 uL da solucdo de Zr contendo 1000 mg L™
(aquecimento a 1000 °C, por 10 s). Posteriormente, foi avaliado o emprego deste método
para determinacdo de fldor em leite em p6. A amostra de leite em po integral (1 mg)
contendo 10 pg g™ de F foi pesada diretamente na plataforma de grafite. Além disso, foi
adicionado 10 uL de solucéo de Ca (4 g L™"). O sinal obtido em 606,440 nm, referente a
absorgcdo molecular de CaF, apresentou absorbancia integrada de 0,680 + 0,059, e o sinal
foi integrado em é&rea e retornou a linha de base em 6 s, em 2250 °C, mostrando-se
promissor para estudos subsequentes utilizando essa molécula. Como nao foram
observadas interferéncias espectrais que comprometessem a obtencdo da informagéo
analitica, foi sistematizado um estudo para a determinagéo de flior em amostras bioldgicas.

Inicialmente, foram estudadas as temperaturas adequadas para eliminagdo da matriz
e para formacdo da molécula de CaF, através da obtencdo das curvas de pirolise e
vaporizagdo, respectivamente. Além disso, foi avaliada a quantidade de calcio necesséria
para formac&o da molécula de CaF, bem como seu uso como modificador quimico. Também
foi estudada a massa maxima de amostra que pode ser usada na determinacdo de F por
HR-CS-MAS. Além disso, foi feito um estudo sistematico para avaliar a interferéncia
promovida por outros elementos presentes na amostra de leite em p6é na determinacédo de

fldor por HR-CS-MAS. Estes itens serdo descritos e discutidos a seguir.

49 Ozbek, N., Akman, S., Food Chem. 138 (2013) 650-654
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4.2.1.3. Influéncia da adicéo de Ca sobre a absor¢cdo molecular de CaF

Uma das grandes vantagens relacionadas ao uso da absorcdo molecular de CaF
para determinacdo de flior é a possibilidade de dispensar 0 uso de outros reagentes como
modificadores quimicos, pois 0 mesmo elemento (Ca) utilizado para formar a molécula que
absorve em 606,440 nm é utilizado para evitar as perdas de analito, por volatilizacéo,
durante a etapa de pirdlise.

Neste sentido, foram avaliadas massas de Ca de 0 a 200 ug pela adicdo de 10 uL de
solugdes contendo de 0 a 20 g L™ de Ca. Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura

2.
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Figura 2. Influéncia da massa de Ca (0 a 200 pg) sobre a intensidade do sinal de absor¢cdo molecular
do CaF (sinal integrado em &rea). Ensaios usando: [ solugéo contendo 5 ng de F (10 pL de
solucdo contendo 500 pg L™ de F, eixo y da direita) e usando B amostra de leite contendo
10 ng de F (1 mg de leite em p6 contendo 10 pg g™ de F, eixo y da esquerda); temperaturas
de pirdlise e vaporizacdo de 700 e 2250 °C, respectivamente. Cada coluna representa a
média de cinco valores e as respectivas barras de erros sdo os valores correspondentes

aos desvios padrédo

Conforme observado na Figura 2, para os ensaios empregando 5 ng de F pela
adicdo de 10 uL da solugéo contendo 500 ug L™ foi necessério fazer a adicdo de Ca para a
formacdo da molécula de CaF. Sem a adicdo do modificador a absorbancia foi proxima a
zero (barras amarelas). Por outro lado, com a adicdo de 20 ug de Ca houve um aumento na
absorbéncia em 606,440 nm, (referente & absorcdo molecular de CaF) evidenciando sua

formacdo. Entdo, aumentou-se a massa de Ca adicionada para 40 ug e os valores de
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absorbancia obtidos foram ainda maiores que aqueles usando 20 ug de Ca. Quando massas
de 80, 100 e 200 pg de Ca foram avaliadas, os valores de absorbancia obtidos foram muito
semelhantes aos obtidos com a adicdo de 40 ug de Ca. Entretanto, é importante destacar
gue o uso de massas de Ca superiores a 100 ug resultaram no alargamento do sinal de
absorcdo molecular. Contudo, para evitar a obtencdo desse tipo de sinal e, também para
minimizar o uso excessivo de reagentes, optou-se por proceder os demais testes usando 40
ng de Ca.

Posteriormente, ensaios semelhantes foram feitos usando a amostra sélida, ou seja,
adicionado leite em p6 contendo 10 ng de F (1 mg de amostra de leite em pé contendo 10
ug g de F) e massas variaveis de Ca (0 a 200 pg g ). Resultados muito semelhantes aos
obtidos para os testes usando solucdo de referéncia fltor foram observados (Figura 2). E
importante salientar que o Ca originalmente presente na amostra de leite n&o foi suficiente
para promover formagéo quantitativa da molécula de CaF. Desta forma, faz-se necessaria a
adicdo de Ca juntamente com a amostra de leite em pé e/ou solugéo contendo F. Esse fato
pode ser explicado pela temperatura de atomizagcdo do Ca ser de, aproximadamente, 2500
°C e, como a maxima temperatura empregada foi de 2250 °C, o Ca presente no leite, pode
nao ser suficiente para interagir com o F em fase gasosa. Por outro lado, caso fosse
empregada a temperatura de 2500 °C, a qual promoveria a atomizagdo completa do Ca
naturalmente presente no leite, essa poderia ndo ser adequada para a absor¢do molecular
do CaF. Além disso, foi observado que para formagéo quantitativa da molécula de CaF é
necessario que massas de Ca de no minimo 40 ug sejam utilizadas e, na amostra de leite
em p6 usada nesse estudo, a massa de Ca € menor que o minimo necessario (5 ug).

A partir do estudo da massa de Ca para a formacdo da molécula de CaF e seu uso
como modificador quimico, passou-se a investigar as temperaturas adequadas para
promover a completa eliminagcdo da matriz da amostra sem prejudicar a estabilizacédo

térmica do F. Esse estudo foi feito pela obtenc¢éo das curvas de pirélise e vaporizagéo.

4.2.1.4. Curvas de pir6lise e vaporizacao

Conforme foi mostrado em testes anteriores, para a determinagéo de F a quantidade
de Ca é essencial para a formacdo da molécula de CaF em fase gasosa. Porém, outros
fatores também s&o extremamente importantes para que a molécula seja formada. Dentre
esses fatores, pode-se destacar o ajuste das condi¢cdes do programa de aquecimento do
forno de grafite. Essas condi¢Bes séo, geralmente, determinadas pelas curvas de pirélise e
de vaporizagdo, essa Ultima também é chamada de etapa de forma¢&do da molécula. Assim

€ possivel estabelecer um perfil de comportamento térmico da molécula e dos componentes
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da matriz. Além disso, 0 ajuste das temperaturas de pirélise e de vaporizacdo levam a
obtencdo de resultados com menor massa caracteristica e a eliminagcdo de possiveis
interferentes da matriz da amostra. Como consequéncia do ajuste destas condicfes, pode-
se obter resultados com melhores precisédo e exatidao.

Inicialmente, foram estabelecidas as curvas de pirdlise e vaporizacdo para a solucdo
aguosa. Esse estudo foi feito com o uso de uma solucdo de referéncia contendo 10 ng de F,
pela adicdo de 10 puL de solucdo contendo 1000 nug L* de F. Além disso, foram obtidas
curvas de pirélise e vaporizacdo para a amostra de leite em pd contendo 10 ng de F, pelo
uso de 1 mg de amostra de leite em p6 contendo 10 pg g* de F, a qual foi pesada
diretamente sobre a plataforma de grafite. Em todos os ensaios para obtencdo das curvas
de pir6lise e vaporizacao foram adicionados 40 ug de Ca, pela adicdo de 10 uL da solucdo
contendo 4 g L de Ca a plataforma de grafite, juntamente com a solucdo de referéncia
contendo fllor ou com a amostra de leite em pd. Devido a dificuldade de pesagem de
massas exatamente iguais para obtencao das curvas de pirdlise e vaporizagdo para amostra
sélida, foram utilizadas massas de amostra no intervalo entre 0,5 e 1 mg. Os resultados
obtidos para a otimizacdo das curvas de pirélise e vaporizagdo para solu¢cdo aquosa e
amostra de leite estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Curvas de temperaturas de pirélise e vaporizagdo para F em [ solucdo de referéncia
aquosa contendo 5 ng de F (10 pL de solucéo contendo 500 ug L™ de F, eixo y da direita) e
curvas de pirdlise e vaporizacdo para ll amostra de leite em p6 contendo 10 ng de F (1 mg
de leite em po6 contendo 10 pug g'l, eixo y da esquerda) + 40 ug de Ca. Temperatura de
pirdlise durante a curva de vaporizagdo: 700 °C e temperatura de vaporizacdo durante a
curva de pirélise: 2250 °C. Cada ponto representa a média de 5 determinacdes; barras

verticais representam o desvio padréo.
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Inicialmente foi feita a curva de pirélise para solucéo de referéncia aquosa contendo
10 ng de F, mantendo-se a temperatura de vaporizagdo em 2250 °C (resultados né&o
apresentados na Figura 3). Nesse estudo, a temperatura de pirdlise mais adequada foi a de
700 °C, o que estd de acordo com os resultados reportados na literatura.”**° Para
temperaturas de 800 e 900 °C, os valores de absorbancia foram similares aos valores
obtidos quando a temperatura de 700 °C foi empregada, porém os RSDs para 800 e 900 °C
foram maiores. Entdo, optou-se por utilizar a temperatura de pirélise de 700 °C para a
obtencdo da curva de vaporizagdo. Porém, quando o mesmo estudo (escolha da
temperatura de pirélise) foi feito para amostra de leite em pd, foi observado que a
temperatura mais adequada para eliminagdo da matriz da amostra foi a de 900 °C
(resultados apresentados na Figura 3). Com o uso de 700 ou 800 °C durante a pirélise da
amostra solida, os valores de absorbancia foram inferiores aos obtidos com o uso de 900 °C.
O RSD referente as cinco determinagdes obtidas em 900 °C foi de 6%. Assim, as curvas de
vaporizacado para solucao de referéncia aquosa e para amostra de leite em p6 foram feitas
usando 900 °C (Figura 3). Apesar da possibilidade do flior formar compostos relativamente
volateis durante a pir6lise, os quais poderiam ser perdidos devido ao emprego de elevadas
temperaturas (900 °C), isso ndo foi observado nesse trabalho. Este fato pode ser explicado
considerando-se o emprego do modificador quimico (Ca), o qual favorece a formacado de
CaF, fixando o analito durante a pirélise. Em temperaturas mais elevadas, como nas
empregadas durante a vaporizacdo (acima de 2100 °C), esse composto sofre decomposicao
térmica originando CaF, molécula que absorve radiagdo no comprimento de onda de
606,440 nm.

E importante mencionar que em um estudo desenvolvido por Morés e
colaboradores®, para a determinacdo de fltor em amostras de cha usando a absorcéo
molecular de CaF em HR-CS-MAS foi observado que, em temperaturas de pirélise
superiores a 700 °C, havia perdas de F, diferentemente do que foi observado nesse
trabalho. Possivelmente essas perdas de F estejam relacionadas a presenca de acido
nitrico, tendo em vista que a determinacdo de fluor foi feita ap6s a decomposicdo das
amostras de cha por decomposigdo via umida. Além disso, a massa de Ca usada foi menor
(12,6 ug) do que a usada no presente trabalho (40 ug), o que poderia contribuir para as
perdas de analito durante a etapa de pirdlise. Em outro estudo,*® desenvolvido para
determinacdo de F em leite usando também a molécula de CaF, a temperatura de pirélise

selecionada foi de 700 °C. No entanto, ndo foram observadas perdas de analito em

49 Ozbek, N., Akman, S., Food Chem. 138 (2013) 650-654
* Morés, S. et al., Talanta 85 (2011) 2681-2685
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temperaturas entre 800 e 900 °C, mas os RSDs foram um pouco maiores que o0s obtidos
pelo uso de temperatura de 700 °C. Esse resultado est4 de acordo com o obtido no presente
trabalho, possivelmente pelo emprego de massas maiores de Ca (40 pg), o que contribuiu
para evitar perdas do analito durante a etapa de pirdlise.

Conforme mostrado na Figura 3, a temperatura adequada para formacdo da
molécula foi a de 2200 °C. Essa condicdo foi bastante semelhante a estabelecida em
trabalhos anteriores usando a mesma molécula. A formacédo de CaF em fase vapor requer
temperaturas de vaporizacdo, relativamente, elevadas em razdo do Ca ser também um
elemento refratario e se combinar com F apenas em fase de vapor. As pequenas diferencas
de temperaturas (100 °C) obtidas para pirGlise e vaporizagdo, com relacdo a alguns
trabalhos ja publicados, pode ser a variacdo da medida da temperatura entre os diferentes
equipamentos utilizados.

Com o uso de temperaturas superiores a 2200 °C para formacdo da molécula de
CaF usando solugbes de referéncia aquosas, o sinal referente a absorcao da molécula de
CaF diminuiu, possivelmente devido a perdas de analito em funcdo das elevadas
temperaturas empregadas (2300 a 2500 °C). Por outro lado, com a utilizacdo de
temperaturas superiores a 2200 °C para formagdo da molécula de CaF, a partir do F
liberado da amostra de leite em pd, o comportamento foi diferente daquele observado para
solugbes de referéncia aquosas quando temperaturas superiores a 2200 °C foram
empregadas. Diferentemente do comportamento observado para a solucdo, onde o sinal
analitico decresce em funcdo do aumento de temperatura, para a amostra sélida o sinal de
absorbancia em 606,440 nm sofre um aumento com 0 uso de temperaturas mais elevadas
(igual ou superior a 2400 °C). Os valores mais elevados de absorbancia, obtidos quando
temperaturas superiores a 2400 °C foram empregadas, deve-se possivelmente, ao aumento
da quantidade de calcio disponivel no interior do forno de grafite. Nessas temperaturas, 0
calcio presente na amostra de leite é volatilizado e, consequente, a massa de Ca presente
no interior do forno de grafite aumenta contribuindo para o deslocamento do equilibrio da
reacdo envolvida na determinagéo de flior pela absorbancia da molécula CaF.

Contudo, ap0s o estudo para obtengdo das temperaturas de pirélise a vaporizacao
adequadas para a determinacdo de F pela absor¢cdo molecular em 606,440 nm (referente a
molécula de CaF), essas condicGes foram utilizadas para a curva de calibracdo visando
determinacdo de F em amostras biolégicas. Cabe destacar que as temperaturas adequadas

de pirélise e vaporizacdo foram de 900 e 2200 °C, respectivamente.
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4.2.1.5. Sinais de absorcdo molecular - CaF

Os sinais analiticos referentes a absor¢do da molécula CaF em 606,440 nm sao
mostrados na Figura 4. Na Figura 4a estd mostrado o perfil do sinal obtido pelo uso da
solucéo de referéncia aquosa contendo 10 ng de F (10 pL da solugéo de F 1000 pg L™). Na
Figura 4b est4 mostrado o perfil do sinal obtido pela absor¢do molecular do CaF a partir do
10 ng de F liberado da amostra de leite em p6 (usando 1 mg da amostra contendo 10 pg g™
de F).
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Figura 4. Sinais de absor¢do molecular obtidos usando: a) 10 ng de F a partir de uma solucédo de
referéncia em meio aquoso (10 ulL da solucéo contendo 1000 ug L™ de F); e, b) 10 ng de F
a partir da amostra de leite em p6 (1 mg da amostra contendo 10 g g'l). Condicbes

empregadas: 40 ug de Ca; Temperaturas de pirdlise e vaporizagdo de 900 e 2200 °C,

respectivamente.

Os sinais analiticos obtidos em 606,440 nm para solu¢do aquosa contendo 10 ng de
F e para amostra de leite em p6 contendo 10 ng de F (Figura 4a e 4b, respectivamente)
apresentaram perfis muito semelhantes (Figura 4). No espectro obtido para a amostra sélida

(Figura 4b), foram observados sinais de absorgao referente a outras espécies (elementos ou



Resultados e Discusséao 54

moléculas presentes na amostra de leite), as quais absorvem radiacdo em comprimento de

onda muito préxima a linha de absor¢cao molecular do analito.

4.2.1.6. Influéncia de outros ions presentes na amostra na formagcao da molécula CaF

De acordo com os perfis das curvas de pirdlise e vaporizacdo para a solucdo de
referéncia aquosa e para a amostra de leite em pd, pode-se inferir que ndo houve
interferéncia de outros ions presentes na amostra de leite sobre o sinal analitico de fluor.
Ainda assim, foi feito um estudo de adi¢cdo dos possiveis interferentes (concomitantes da
amostra) as solugbes de referéncia. Foram considerados potenciais interferentes aqueles
elementos que estavam presentes na amostra em concentracdes superiores a 100 ug g™.

Para esse estudo, foi considerada a composicdo mineral do leite presente em 1 mg
de amostra, tendo em vista que essa foi a massa de amostra utilizada em todas as etapas
envolvidas na otimizacdo do método proposto. Primeiramente, foi feita a determinagédo dos
Ca, K, Na, Mg, CI, P e S por ICP OES, ap6s a decomposi¢cdo da amostra por MIC. Foram
decompostos 500 mg de amostra de leite em p6 e com a utilizagdo de 6 mL de solugéo
absorvedora (HNO; 7 mol L™). As condicdes utilizadas na etapa de decomposicdo da
amostra e determinacdo dos analitos foram seguidas conforme recomendado por Pereira e
colaboradores.”

Os resultados obtidos para de Ca, K, Na, Mg, Cl, P e S por ICP OES apoés a
decomposi¢do da amostra de leite em p6 estdo mostrados na Tabela 8. Outros elementos

foram determinados. No entanto as concentragdes obtidas foram menores que 100 pg g™.

Tabela 8. Concentragdo de Ca, K, Na, Mg, Cl, P e S em leite em p0 apds a decomposicao por MIC.

Determinacéo por ICP OES. Resultados em pg g'l, n=23.

Elemento Concentracéo, Equivalente a 1 mg Interferente, ug
ng g™ de amostra, pg
Ca 4598 + 102 4,59 25a20
K 11597 + 191 11,6 25a20
Mg 5541 + 180 5,54 25a20
Na 3178 + 157 3,18 2,5a20
Cl 9054 + 279 9,25 2,5a20
P 3221 +93 3,22 2,5a20
2156 + 140 2,15 la20

" pereira, J. S. F. et al., Microchem. J. 109 (2013) 29-35
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Finalmente, foram preparadas solu¢ées com concentracées de 250 a 2000 mg L™ de
cada elemento considerado interferente (Ca, K, Na, Mg, Cl, P e S). Nos ensaios
subsequentes foram adicionados 10 uL da solucdo de Ca, K, Na, Mg, CI, P ou S, 10 uL da
solucdo contendo 500 pg L™ de F e 10 pL da solucdo contendo 4 g L' de Ca. As
temperaturas de pir6lise a vaporizacao utilizadas foram de 900 e 2200 °C, respectivamente.

Os resultados estdo mostrados na Figura 5.
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Nos testes para avaliar as possiveis interferéncias na determinacdo de F por HR-CS-
MAS, foram utilizadas as concentra¢gfes de Ca, K, Na, Mg, Cl, P e S presentes na amostra
de leite em po, dentre outras concentragdes (Figura 5). Na Figura 5, foram indicadas com
setas as barras que indicam a absorbancia de CaF, na presenca Ca, K, Na, Mg, Cl, Pe S
em concentracao equivalente a naturalmente presente na amostra.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 5, a mesma quantidade de Ca, K,
Na, Mg, CI, P e S presente naturalmente no leite ndo interferiu ha determinacédo de F por
HR-CS-MAS. Por outro lado, com concentracdes maiores de alguns elementos como Ca, K,
S e Cl o sinal referente a absorbéncia do F foi menor. Neste contexto, caso seja utilizada
uma amostra com concentracdes mais elevadas desses elementos € necessario fazer um
novo estudo sistematico. Por outro lado, é importante salientar que, de maneira geral, ndo

sdo encontradas concentragdes mais elevadas que essas em amostras bioldgicas.

4.2.1.7. Efeito da massa de amostra

A amostragem direta de sélidos para determinacao de flior em amostras bioldgicas
apresenta diversas vantagens quando comparada as técnicas que requerem a introducao da
amostra na forma de solucdo. Dentre as principais vantagens, cabe destacar o0 minimo
tratamento da amostra que é requerido, previamente a etapa de determinacdo. Entretanto,
uma das desvantagens do uso da andlise direta de sélidos é que pequenas massas de
amostra podem ser introduzidas a cada ciclo de determinagédo, acarretando principalmente
em resultados com baixa precisdo, relacionadas principalmente a heterogeneidade da
amostra. Por outro lado, com o emprego de massas muito elevadas de amostra, o problema
geralmente esta relacionado a incompleta eliminacdo da matriz da amostra durante a etapa
de pirdlise.

Nesse sentido, foram feitos ensaios para avaliar qual a massa minima e maxima que
poderia ser empregada para a determinacédo de F por HR-CS-MAS. Ensaios com massas de

amostra de 0,1 a 2 mg foram feitos, e os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6. Influéncia da massa de amostra na determinacdo de F por HR-CS-MAS. Amostra: leite em
p6é contendo 10 pg g'l de F; 40 pg de Ca (10 pL da solucdo contendo 4 g L™ de Ca).

Temperaturas de pirélise e vaporizacdo de 900 e 2200 °C, respectivamente.

Quando massas de amostra inferiores a 0,2 mg foram utilizadas, os resultados foram
inferiores os valores de referéncia, resultados semelhantes foram obtidos por Flores em um
estudo feito para determinagédo de F em carvao e alumina por GF MAS, usando a absorgéo
molecular da AIF.”* Por outro lado, quando massas de amostra superiores a 1 mg foram
utilizadas, as baixas recuperacdes podem estar relacionadas ao excesso de gases gerados
pela decomposicdo da amostra, levando ao resfriamento do sistema e, possivelmente,
prejudicando a formac&o da molécula.”

Neste sentido, na Figura 7 estdo mostradas as plataformas de grafite contendo os
residuos da amostra de leite em p6 ap6s a determinacao de F por HR-CS-MAS, variando a
massa de amostra de 0,1 a 2 mg. Nesses ensaios, as temperaturas de pirGlise e
vaporizagdo foram utilizadas conforme ja otimizado anteriormente, ou seja, 900 °C na etapa
de pirdlise e 2200 °C na etapa de formag&o da molécula.

Com o aumento da massa de amostra usada na determinacéo de fldor, o residuo
apos o ciclo de aguecimento € maior. Esse residuo é devido fracdo inorgéanica da amostra

de leite em p6 que nao foi vaporizada.

™ Flores, E. L. M., Tese de Doutorado, UFSM, 2010
"™ Belarra, M. A. et al., Spectrochim. Acta B 52 (1997) 1855-1860
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0,2mg 0,3mg 0,4 mg

0,6 mg 0,7 mg 0,8 mg 0,9 mg 1,0 mg

1,1 mg 1,2 mg 1,3 mg 1,4 mg 1,5mg

1,6 mg 1,7 mg 1,8 mg 1,9 mg 2,0 mg

Figura 7. Residuo da amostra de leite em p6 apos a determinagéo de F por HR-CS-MAS. Abaixo de
cada plataforma esta identificada a massa (mg) de amostras de leite em pé utilizada. Ciclo

de aquecimento: 900 °C na etapa de pirdlise e 2200 °C na etapa de formacédo da molécula.
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4.2.1.8. Curva de calibracdo para determinacéo de flaor por HR-CS-MAS

Idealmente, para determinacdes por andlise direta de sdlidos, a calibracdo deve ser
feita com o uso de materiais de referéncia certificados que apresentem semelhanca com a
matriz da amostra e, ainda contenham o analito em questdo. Porém, nem sempre estao
disponiveis materiais que apresentem essas caracteristicas. Além disso, este tipo de
material, geralmente, apresenta um custo bastante elevado, inviabilizando sua utilizagdo em
muitos laboratorios.

Por outro lado, a calibracdo com solucdes de referéncia aquosas é uma alternativa

que vem sendo empregada em muitos estudos.”®"®

Entretanto nem sempre esse
procedimento € adequado, pois a liberagdo do analito da matriz da amostra pode ocorrer de
forma diferente da forma de vaporiza¢éo do analito da solu¢cdo aquosa. Quando isso ocorre,
€ comum que diferentes temperaturas sejam empregadas para solucdo de referéncia e para
amostra solida. Uma das formas de identificar se ha a possibilidade de calibragdo com
solucdo aquosa para posterior determinagdo dos analitos em amostras solidas, pode ser
feita pela comparagéo do perfil das curvas de pirolise e vaporizagdo obtidas com o uso de
solucdes aquosas com as obtidas pelo uso da amostra soélida.

Assim, avaliando-se as curvas de pirélise e vaporizagdo da solugcédo de referéncia
aquosa e da amostra de leite em po6, e pode-se verificar que a temperatura adequada para a
formacdo da molécula foi de 2200 °C e, essa foi coincidente para ambas. Esse € um
importante aspecto a ser considerado, pois se poderia inferir que 0 comportamento térmico
do analito e a acdo do modificador quimico séo similares tanto para a solugdo aguosa como
para a amostra de leite em pé. Outro aspecto ainda mais importante é a comparacdo entre
as massas caracteristicas da solucdo aquosa e da amostra sélida, as quais podem indicar
se a migracdo do analito para a fase vapor durante a vaporizacédo ocorre de forma idéntica
entre a solucdo aquosa e a amostra solida. Diferengas muito grandes entre os valores de
massa caracteristica (mg) para solugdo e amostra solida pode ser um indicativo que,
determinados constituintes da matriz da amostra podem estar interferindo na taxa de
vaporizagdo do analito, resultando em sinais de absorbancia dos analitos e massas
caracteristicas diferentes dos obtidos com a solugéo de referéncia aquosa. Os valores de
massa caracteristica obtidos para solugcéo de calibracdo e amostra solida foram de 49,8 e
50,6 pg, respectivamente. Os valores de massa caracteristica ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (teste t-Student, nivel de confianca de 95%), de forma que a calibragéo

foi feita com o uso de solucdes de referéncia se tornou viadvel. Na Figura 8 estd mostrada a

® Mello, P. A. et al., J. Braz. Chem. Soc., 22 (2011) 1040-1049
" Huang, M.D., Krivan, V., Spectrochim. Acta Part B 62 (2007) 297-303
" Mattos, J. C. P. et al. Spectrochim. Acta Part B 66 (2011) 637-643
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curva de calibracdo e a faixa linear para F com solucbes de referéncia aquosas e a
respectiva equacgao da reta.

A curva calibracdo referente a absorcdo molecular do CaF foi obtida pelos valores
das medidas de absorbancias da molécula CaF a partir da solugdo de referéncia com
incrementos crescentes de F. A partir desta curva de calibracdo, foi estabelecida a
linearidade de resposta da massa de F em funcdo da absorbéncia molecular integrada,
obtida em 606,440 nm. Foram avaliadas massas de F de 0,25 a 100 ng e faixa linear foi
entre 1 e 50 ng.

» 60 1

ol

©

s

ol

= 4,0 A

©

‘o

c

«C

2

S 20 -

[%2])

Q0

< y =0,0929x + 0,0546

Rz =0,9991
0,0 T T T T

0 20 40 60 80

Flaor, ng

Figura 8. Curva de calibracé@o para F usando em solu¢des de referéncia aguosa. Volume de solucao
padrdo: 10 pL + 40 ug de Ca (10 pL da solucdo contendo 4 g L™). Temperaturas de pirélise

e vaporizacdo de 900 e 2200 °C, respectivamente.

4.2.1.9. Determinacado de F em amostra biol6gica e CRM por HR-CS-MAS

Apbs a etapa de otimizacdo das condic6es operacionais, incluindo as temperaturas
de pirélise e vaporizacdo, massa de amostra, massa de modificador quimico, foi avaliada a
aplicabilidade do método para a determinacdo de F em outras amostras biolégicas. As
amostras de leite em po utilizadas neste estudo foram preparadas pela adicdo de F nas
concentragcbes 5, 10, 20 e 40 ug g'l e, identificadas como amostra 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. A determinacdo de F também foi feita por IC, ap6s a decomposicdo das
amostras por MIC para comparacdo com os resultados obtidos por HR-CS-MAS. Os

resultados estdo mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9. Determinag&o de F em leite em pé por HR-CS-MAS. Média + desvio padrdo em pg g™, n =

5, as incertezas correspondem aos desvios padréo.

Amostras MIC-IC HR-CS-MAS
1 5,89 £ 0,25 5,62 £ 0,31
2 10,6 +0,2 106 +1,3
3 21,2+0,9 20,7+2,8
4 37,7+1,0 374+35

Conforme pode ser observado na Tabela 9, os resultados para F, obtidos por IC apds
a decomposicdo das amostras de leite em po6 por MIC ndo apresentam diferenca
significativa (teste t-Student, nivel de confianca de 95%) em relagéo aos valores obtidos pela
determinacdo de F empregando o método proposto neste trabalho (HR-CS-MAS). Além
disso, o desvio padrdo dos resultados obtidos pelo método proposto foi considerado
adequado (< 10%), considerando-se a massa reativamente pequena de amostra.

Posteriormente, o método também foi aplicado para a determinacdo de F em CRMs
de outros materiais biolégicos, como leite em pd (NIST 8435 e 1549), masculo bovino (NIST
8414) e tecido de ostra (NIST 1566a). Para os CRMs de leite em pd e musculo bovino, os
valores obtidos foram abaixo do limite de quantificagéo (< 2,02 pg g*) do método para
determinacdo de F por HR-CS-MAS (valores informados para F, NIST 8435: 0,17; NIST
1549: 0,20 e NIST 8414: 0,22 nug g™h). No caso do CRM de tecido de ostra, a concentracéo
de F informada é de 240 pg g*. Essa concentracdo esta fora da faixa linear do método
proposto (até 50 ug g*, usando 1 mg de amostra).

Na Tabela 10 estdo mostradas, de forma resumida, as caracteristicas do método
proposto para determinacdo de F por HR-CS-MAS. Para a obtencdo dos resultados
mostrados a seguir foram utilizadas as condi¢cdes previamente estudadas neste trabalho.

Temperaturas de pirdlise e vaporizacao de 900 e 2200 °C; massa de Ca: 40 nug.
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Tabela 10. Parametros de mérito do método para determinagdo de F por HR-CS-MAS.

Parametros

Frequéncia de analise, h™ 15
Massa caracteristica, pg 50,6
Faixa linear, ng de F la5s0
Limite de deteccao, pg g™ 0,72
Limite de quantificacéo, ug g™ 2,4
Desvio padréo relativo (n = 5), % <10

Na Tabela 10, sdo apresentados os valores de LOD, m, e faixa linear para o método
proposto para determinacdo de F por HR-CS-MAS e a comparagdo com outros estudos
reportados na literatura. E importante destacar que todos os trabalhos mostrados na Tabela
11 foram desenvolvidos usando um espectrometro de absor¢do atémica com fonte continua
e alta resolucéo e a determinacéo de F foi feita pela absor¢cdo molecular de CaF em 606,440
nm.

Tabela 11. Comparacdo dos principais parametros analiticos entre diferentes os métodos para
determinacéo de F por HR-CS-MAS

Referéncia LOD, ng LOQ, ng Mo, PO Faixa linear, ng
Método proposto 0,72 2,4 50,6 1a50
Ref. 49 0,26 NI 130 até 100
Ref. 50 1,6 5.2 2500 5a 250
Ref. 51 0,21 NI 130 até 100

NI - valor nédo informado

Conforme pode ser observado na Tabela 11, os valores de limites de deteccéo e
quantificacdo foram, relativamente, similares aos obtidos nos outros trabalhos usando a
absorcéo molecular (CaF) para a determinacdo de F por HR-CS-MAS. No entanto, a m, foi
menor que as encontradas nos outros trabalhos.

O método proposto nesse trabalho para a determinacdo de F (CaF, 606,440 nm)
mostrou-se apropriado para amostras bioldgicas, mesmo quando F estiver presente em

baixas concentracdes. Apesar das amostras utilizadas nesse estudo apresentarem

9 Ozbek, N., Akman, S., Food Chem. 138 (2013) 650-654
* Morés, S. et al., Talanta 85 (2011) 2681-2685
*1 Ozbek, N., Akman, S., E3S Web of Conferences 1 05006 (2013)
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concentracdo natural de flior abaixo do LOD obtido, existem alguns paises que fazem a
adicdo de fluor ao leite para a manutencdo da saude oral da populacdo. Neste contexto, &
muito importante o desenvolvimento de métodos que permitam a determinagdo desse

elemento mesmo quando presente em niveis de traco (ug g™).
4.3. Determinagéo de cloro por HR-CS-MAS
4.3.1. Escolha da molécula para a determinacéo de cloro por absor¢gdo molecular

Alguns estudos tem sido desenvolvidos para a determinacdo de cloro utilizando a
absorcdo molecular empregando monocloreto de aluminio (AICI).”*® Nos primeiros
trabalhos foram empregados equipamentos de absor¢éo atémica equipado com l[ampada de
catodo oco de Pb. Umas das linhas de absor¢do do chumbo (261,4 nm), corresponde a
energia absorvida pela molécula de AICI, formada em fase vapor. De maneira geral, as
condi¢cbes empregadas para a determinacdo de cloro usando a absor¢cdo molecular de AICI
ndo variaram muito desde os trabalhos com equipamentos que empregavam fonte de linhas.
Nesses trabalhos, Al foi empregado para formagdo da molécula de interesse (AICI) e,
estréncio foi o modificador quimico mais amplamente empregado para fixar o cloro durante a
etapa de pirdlise e para reduzir e/ou eliminar as perdas de analito pela formagéo de
espécies volateis de cloro.

Recentemente, o0s equipamentos de absor¢cdo atdbmica com fonte continua
comecaram a ser utilizados para a determinagéo de cloro por MAS.>*** Nesses trabalhos, 0
comprimento de onda monitorado € 261,418 nm, referente a absor¢do molecular de AICI. As
temperaturas de pir6lise a vaporizacdo, massa de modificador quimico e do reagente
formador da molécula tem sido avaliados.

Neste sentido, o presente trabalho utilizou alguns paradmetros previamente
estabelecidos na literatura para a determinagéo de Cl em alimentos por HR-CS-MAS. No
estudo publicado por Fechetia e colaboradores™ foi utilizada uma solugéo contendo Al-Ag-
Sr nas concentragfes de 1 g L™ de cada um desses elementos. As temperaturas de pir6lise
e vaporizacdo selecionadas foram 500 e 2200 °C, respectivamente.

Inicialmente, foram utilizadas as mesmas condi¢des estabelecidas no trabalho acima
citado e foram feitos experimentos utilizando 10 puL da solucéo contendo 25 mg L™ de CI.

Posteriormente, embora ndo estejam apresentadas no presente trabalho, foram obtidas as

™ parvinen, P., Lajunen, L. H. J., Talanta 50 (1999) 67-71

% Dittrich, K., Talanta 31 (1984) 341-345

8 Tsunoda, Kin-ichi, Fujiwara, K., Fuwa, K., Anal. Chem. 50 (1978) 861-865

*% Heitmann, U. et al., J. Anal. At. Spectrom. 21 (2006) 1314-1320

** Fechetia, M., Tognon, A. L., Veiga, M. A. M. S., Spectrochim. Acta Part B 71-72 (2012) 98-101
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curvas de pir6lise e vaporizacdo e, as temperaturas selecionadas foram relativamente
semelhantes as obtidas no trabalho para determinacéo de Cl em alimentos: pirélise a 700 °C
e vaporizacdo a 2200 °C.

A seguir foram estudadas as temperaturas de pirélise e vaporiza¢do para a amostra
sblida. Nesses experimentos foi utilizado o CRM NIST 8414 (Cl = 0,188 + 0,015%). Foi
observada uma grande variacdo nos resultados obtidos, independente da temperatura
utilizada. Uma das possiveis justificativas pela variacdo dos resultados seria a elevada
absorbancia, a qual foi superior a 2 (altura do pico) mesmo com a utilizacdo de apenas 0,5
mg de amostra. Ent&o, um fluxo de argénio (1 ou 2 mL min™) foi utilizado durante a etapa de
formac&o da molécula para reducéo da sensibilidade do método. Os valores de absorbancia
foram reduzidos significativamente com o uso de ambas as vazbes de Ar, onde a
absorbancia foi reduzida aproximadamente 4 e 15 vezes (uso de 1 e 2 mL min™ de Ar,
respectivamente). Por outro lado, o RSDs das 10 medidas foi superior a 20% em ambos 0s
casos. Por esse motivo optou-se por ndo utilizar a passagem de Ar durante a etapa de
vaporizagao. Essa baixa precisédo dos resultados pode ser explicada pelo espalhamento da
radiacdo devido a matéria inorganica restante da amostra, a qual nao foi eliminada durante a
pirélise. Quando nao ha passagem de gas durante a etapa de vaporizagdo, o residuo
inorganico permanece fixo na plataforma de grafite. Porém, quando ha a presenca de um
fluxo de argbnio, esse residuo possivelmente se espalha pelo interior do tubo de grafite,
resultando no espalhamento da radiagdo. Outro fator que pode estar contribuindo para
obtencéo dos elevados valores de RSD pode ser devido ao resfriamento ocasionado pela
passagem do Ar. Além disso, é importante salientar que, independente do uso ou nao do
fluxo de Ar durante a etapa de formacéo da molécula, observou-se que apenas a adi¢édo da
solugéo contendo Al-Ag-Sr 1 g L™ resultou na obtencéo de valores de brancos analiticos,
relativamente elevados e com consideravel variagéo (absorbéncia = 0,278 + 0,130).

Posteriormente, optou-se por avaliar a mistura de Al e Sr sem a presenca de Ag.
Principalmente porque nos estudos desenvolvidos utilizando essa mistura (Al-Ag-Sr) ndo ha
explicacdo referente a presenca da prata, nem sdo apresentados resultados sem o uso
deste elemento. Por outro lado, o uso das solu¢gbes contendo somente Al e Sr foi feito em
um trabalho desenvolvido por Flores™ para a determinacéo de cloro em carvédo e alumina
usando a amostragem direta e sélidos em forno de grafite. Nesse contexto, inicialmente,
foram empregadas as condi¢cdes escolhidas no estudo para determinacdo de cloro em

carvdo e alumina. Ent&o, foi utilizado 250 ng de cloro (10 pL da solugéo contendo 25 mg L™

™ Flores, E. L. M., Tese de Doutorado, UFSM, 2010
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de CI), 20 pg de Sr (10 pL da solucdo contendo 2000 mg L™ de Sr) e 2 pg de Al (10 pL da
solugéo contendo 200 mg L™ de Al). As temperaturas de pirdlise e vaporizacdo empregadas
foram de 700 e 2100 °C, respectivamente. Essas condigfes também foram aplicadas para 1
mg do CRM de material biolégico de musculo bovino (NIST 8414). A concentracdo de cloro
certificada é de 0,188 + 0,015%.

Inicialmente foram feitos ensaios empregando apenas solugcédo contendo ClI, Al e Sr,
onde foi observado que o sinal obtido em 261,418 nm retornou a linha base em 6 s e, 0 RSD
referente a 10 medidas de absorbéncia foi relativamente baixo (9%). Entdo, ensaios
preliminares também foram feitos para o CRM de musculo bovino. Entretanto, a absorbancia
em altura, usando 0,5 mg de amostra, foi de 6,44 e, o RSD para 10 medidas foi maior que
20%. Assim, optou-se por avaliar alguma modificacdo no método que contribuisse para a
reducédo da sensibilidade resultando em menores valores de absorbancia.

Como a passagem de argbnio durante a etapa de formacdo da molécula ja havia
sido avaliada e ndo foram obtidos bons resultados (RSD superior a 20%), optou-se por
avaliar a possibilidade se trabalhar com menos de 3 pixeis do detector. Esse procedimento
foi utilizado para auxiliar na reducao na sensibilidade do método.

Inicialmente foram selecionados apenas os pixeis laterais ao pixel central (101), ou
seja, 0 100 e o 102. Esta avaliagao foi feita com 0,5 mg do CRM NIST 8414. Os valores de
absorbéancia integrada em area e normalizada pela massa de amostra foram de 2,62 + 0,85
(RSD = 33%, n =10). Em vista do elevado RSD, optou-se por avaliar o uso de apenas um
pixel do detector, ou seja, o pixel central (101). Entdo a absorbancia integrada foi
normalizada pela massa de amostra foi de 1,08 + 0,12 (RSD = 11%, n = 10). Mediante a
melhor relacdo absorbancia/massa obtida pelo uso de apenas de 1 pixel do detector, esse
modo foi selecionado no método e os demais ensaios foram conduzidos pelo uso dessa
condigdo. Além disso, usando os pixeis vizinhos ao central (100 e 102) a absorbancia
diminuiu aproximadamente 4,5 vezes em relagdo ao uso dos trés pixeis (100, 101 e 102) e
com o uso apenas do pixel central (101) a absorbancia diminuiu, aproximadamente, 10
vezes. Isto permitiu que fossem estudadas as temperaturas de pirélise e vaporizagéo para a
determinagéo de cloro por MAS usando a absor¢éo molecular do AICI (absorbancia em 261,
418 nm).

4.3.2. Curvas de pirdlise e vaporizagao
Para a determinacéo de cloro por absorcdo molecular, o ajuste dos parametros de

temperatura do programa de aquecimento do forno de grafite é feito, comumente, através da

avaliacdo das curvas de pirélise e vaporizacdo. Uma das caracteristicas desejaveis para um
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método empregando analise direta de sdélidos é a possibilidade de fazer a calibracdo com
solucdes de referéncia aquosas, evitando a utilizacdo de CRMs sélidos ou adi¢cdo de padréo
sobre a matriz da amostra. Dessa forma, as curvas de pirélise e vaporizagédo foram feitas
para as solugdes de referéncia e para a amostra sélida a fim de encontrar uma condigdo de
compromisso para que as solucbes de calibracdo e a amostra solida. Na Figura 9 estdo
mostradas as temperaturas de pir6lise e vaporizacdo usando solucdo de referéncia aquosa

e amostra solida.
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Figura 9. Curvas de temperaturas de pirélise e vaporizagéo para Cl usando — solucdo de referéncia
aquosa contendo 250 ng de Cl (10 pL de solucdo contendo 25 mg L™ de Cl, eixo y da
direita) e curvas de pirélise e vaporizacdo usando — mausculo bovino (NIST 8414)
contendo 940 ng (, 0,5 mg do contendo 0,188 + 0,015 % de CI, eixo y da esquerda) + 2 pg
de Al + 20 ug de Sr. Temperatura de pirélise durante a curva de vaporizagdo: 700 °C; e
temperatura de vaporizagdo durante a curva de pirélise: 2100 °C. Cada ponto representa a

média de 5 determinacdes e as barras verticais representam o desvio padréo.

As temperaturas de pirélise e vaporizagao selecionadas para a solucao de referéncia
aguosa e para a amostra sélida foram as mesmas, 700 e 2100 °C, respectivamente,
evidenciando assim, a possibilidade de calibragdo do equipamento com o uso de solugdes

aquosas.

4.3.3. Influéncia da adigdo de Al e Sr sobre a absor¢cdo molecular de AICI

Para a formacgéo de AICI em fase gasosa um dos requisitos é que o0 elemento que

forma a molécula diatbmica com o cloro (nesse caso o Al) esteja presente em excesso, de
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modo que o equilibrio quimico seja deslocado no sentido de formacao da molécula de AICI.
Conforme os resultados mostrados na Figura 10, a quantidade adequada de Al para a
formacdo de AICI foi ajustada com a adicdo de 10 pL de solucdes contendo massas
variaveis de até 4 ug de Al, mantendo fixa a massa de Cl e de Sr. Esses ensaios foram
feitos para a solucdo de referéncia aquosa e para a amostra sélida. As temperaturas de

pirdlise vaporizacéo utilizadas foram de 700 e 2100 °C, respectivamente.
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Figura 10. Influéncia da massa de Al (0 a 4 ug) sobre a intensidade do sinal de absor¢cdo molecular
do AICI (sinal integrado em éarea). Ensaios usando: [1 250 ng de Cl (10 pL de solugéo
contendo 25 mg L™ de Cl, eixo y da direita) e Bl usando amostra sélida de CRM de
musculo bovino contendo 940 ng de Cl (0,5 mg do CRM de musculo bovino 0,188 + 0,015
% de ClI, eixo y da esquerda) ; temperaturas de pirélise e vaporizacéo de 700 e 2100 °C,
respectivamente. Cada coluna representa a média de cinco valores e as respectivas

barras de erros sdo os valores correspondentes aos desvios padrao.

Conforme pode ser observado na Figura 10, massas de até 1 ug de Al ndo foram
adequadas para a formacéo da molécula de AICI. Ou seja, os valores de absorbancia foram
inferiores aos obtidos com uso de 2 ou 4 ug de Al. Possivelmente, o uso de 1 pg de Al ndo
foi suficiente para deslocar o equilibrio quimico da reacdo favorecendo a formacao
quantitativa da molécula de AICI. E importante mencionar que o uso de 4 ug de Al levou a
obtencéo de sinais analiticos mais alargados e algumas vezes ndo retornaram totalmente a
linha base. Sendo assim, os testes subsequentes foram feitos com a adicdo de 2 ug de Al

Posteriormente, foram feitos ensaios para avaliar a massa de Sr necessario para
auxiliar na determinacéo de Cl pela absorc&o molecular do AICI. E importante destacar que

o estroncio foi utilizado neste estudo com a finalidade de formar uma molécula estavel com
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o cloro (SrCl,) de modo a evitar perdas de analito na etapa de pirélise. O uso do estroncio
levou a obtencéo de resultados positivos na determinagéo de cloro. Os resultados obtidos
nesse estudo estdo mostrados na Figura 11. Conforme pode ser observado, massas de
estroncio superiores a 10 ug levaram a um sinal de absorbancia mais elevado quando
comparado ao uso de menores quantidades desse modificador. Entretanto, com o uso de 20
ug de Sr o sinal analitico foi ainda maior que quando 10 ug de Sr foi utilizando, indicando a
necessidade do uso de maiores quantidades desse reagente para evitar perdas de analito.
Ainda, com o uso de 40 ug de Sr o sinal referente a absor¢cdo molecular de AICI foi
estatisticamente igual (teste t-Student, nivel de confianga de 95%) ao valor obtido usando 20
ug de Sr. Porém, assim como ja observado em testes anteriores, o uso de elevadas
concentracdes de modificadores quimicos levam a obtencdo de sinais analiticos mais
alargado, os quais, muitas vezes, ndo retornam a linha base. E relevante salientar que,
muitas vezes o valor de absorbancia obtido é superior ao obtido com massas menores de
modificador quimico, mas é necessario levar em consideragéo a busca por uma condi¢ao de
compromisso, a qual deve estar relacionada com a maior absorbancia sem deixar que levar

em consideracdo o perfil do sinal analitico, o qual, deve obrigatoriamente retornar a linha

base.
2,5 +
o - 2,0
IS %)
»n 2,0 - <
< k=l
©
3 - 15 5
= £
= ©
[§] | 1,0 —
S 1,0 A =
c «C
«© o)
2 S
§ 0,5 n r 0,5 8
< <
0,0 T T T T 0,0

0 5 10 20 40
Massa de Sr, ug

Figura 11. Influéncia da massa de Sr (0 a 40 ug) sobre a intensidade do sinal de absor¢cdo molecular
do AICI (sinal integrado em éarea). Ensaios usando: [ solucédo contendo 250 ng de Cl (10
puL de solucéo contendo 25 mg L™* de ClI, eixo y da direita) e B amostra de CRM de
musculo bovino contendo 940 ng de CI (0,5 mg do CRM de musculo bovino 0,188 + 0,015
% de ClI, eixo y da esquerda) ; temperaturas de pirélise e vaporizagdo de 700 e 2100 °C,
respectivamente. Cada coluna representa a média de cinco valores e as respectivas

barras de erros sé@o os valores correspondentes aos desvios padréo.
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4.3.4. Sinais obtidos pela absorcdao molecular de AICI

Os sinais analiticos referentes a absorcdo da molécula AICI em 261,418 nm sao
mostrados na Figura 12. Na Figura 12a esta mostrado o perfil do sinal obtido pelo uso da
solugéo de referéncia aquosa contendo 250 ng de Cl (10 L da solugéo de CI 25 mg L™). Na
Figura 12b esta mostrado o perfil do sinal obtido pela absor¢cdo molecular do AICI a partir do
1500 ng de Cl liberado da amostra de musculo bovino (usando 0,8 mg da amostra contendo
0,188 + 0,015 % de Cl).

a

Figura 12. Sinal de absor¢do molecular obtidos usando: a) 1000 ng de Cl a partir de uma solucdo de
referéncia em meio aquoso (10 pL da solug&o contendo 100 mg L™ de Cl); e, b) 940 ng de
Cl a partir da amostra de musculo bovino (0,5 mg da amostra contendo 0,188 + 0,015 %).
Condig8es empregadas: 2 ug de Al + 20 ug de Sr. Temperaturas de pirélise e vaporizagao

de 700 e 2100 °C, respectivamente.

Conforme pode ser observado, os sinais analiticos obtidos em 261,418 nm para
solugdo aquosa contendo 1000 ng de Cl e para amostra de masculo bovino contendo 940
ng de CI (Figura 12a e 12b, respectivamente) apresentaram perfis muito semelhantes.
Entrentanto, no espectro obtido para a amostra sélida foram observados outros sinais de
absorcdo, provavelmente referente a absorcdo atémica ou molecular de outros constituintes

da amostra utililizada.
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4.3.5. Curva de calibracdo para determinacéo de cloro por HR-CS-MAS

Uma das vantagens da andlise direta de sélidos é a possibilidade de calibragdo com
solucdes de referéncia aquosas. Essa caracteristica facilita a determinacdo dos elementos,
principalmente em amostras cuja a disponibilidade de CRMs ainda € limitada. Neste sentido,
inicialmente, foi feita a calibragdo com solugcbes de referéncia, utilizando as condicoes
previamente estabelecidas (2 ug de Al, 20 ug de Sr, temperaturas de pirélise vaporizacao de
700 e 2100 °C, respectivamente). Porém, os valores de absorbéncia obtidos apresentam
variacdo bastante elevada (RSDs superiores a 30%). Além disso, a resposta néo foi linear
em relacdo ao aumento da massa de analito. Sendo assim, optou-se por fazer a calibracéo
utilizando um CRM de origem bioldgica. Para isso, foi utilizado o CRM de musculo bovino
(NIST 8414), o qual ja havia sido utilizado para o estudo da escolha das temperaturas de
pirdlise e vaporizagdo. Para isso, foram utilizadas massas de CRM de 0,1 até 1,5 mg. Foi
observado que a relacdo absorbancia/massa de amostra foi linear no intervalo de 0,2 a 0,8
mg. Para obtenc¢&o da curva de calibragdo foram considerados os valores de absorbancia x
massa de cloro (ng) obtidos apenas quando amostras no intervalo de 0,2 a 0,8 mg foram
utilizadas. A curva de calibracéo obtida para Cl, usando CRM NIST 8414 esta mostrada na

Figura 13.
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Figura 13. Curva de calibracdo para CI, como AICI, usando CRM NIST 8414 (musculo bovino)
contendo 0,188 + 0,015 % de Cl) + 2 ug de Al + 20 pg de Sr. Temperaturas de pirélise e

vaporizacao de 700 e 2100 °C, respectivamente.

Paralelamente a etapa de calibracéo, foi feito um estudo da massa de amostra que

poderia ser empregada para determinacdo de cloro por HR-CS-MAS. E importante destacar
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que o uso da técnica de absor¢gédo molecular em forno de grafite apresenta uma limitacdo em
relagéo ao uso de elevadas massas de amostra. Nesse sentido, foram utilizadas massas de
amostra de 0,1 a 1,5 mg para investigar qual a faixa que poderia ser utilizada nesse método.
Esses ensaios foram feitos usando o CRM de musculo bovino (NIST 8414, Cl = 0,188 +
0,015%). Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 14. Com essa avaliacdo, foi
possivel verificar que o uso de 0,2 a 0,8 mg de amostra foi adequado para a determinacao
de cloro em amostras biologicas. Possivelmente, a massa limitante (0,8 mg) deve-se a
elevada concentracdo de cloro presente na amostra e ndo a massa de amostra
propriamente dita. Entdo, com base nesses resultados (Figura 14) foram feitos os céalculos
para obter valores referentes a faixa linear de massa de cloro, em ng. A linearidade de

resposta do equipamento foi na faixa de 380 a 1500 ng de CI.
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Figura 14. Influéncia da massa de amostra na determinacdo de Cl, como AICI, por HR-CS-MAS.
Amostra de muasculo bovino (NIST 8414, Cl = 0,188 + 0,015%) + 2 ug de Al + 20 ug de

Sr. Temperatura de pirdlise e vaporizagao de 700 °C e 2100 °C, respectivamente.

Posteriormente, foi feita a determinagdo de cloro em amostras e CRMs de origem
biolégica. sses experimentos foram utilizadas amostras de leite em pé integral, desnatado e
semidesnatado, além dos CRMs NIST 1577 (figado bovino, Cl = 0,27%), NIST 8414
(musculo bovino, Cl = 0,188 + 0,015%), NIST 8435 (leite em p6 integral, Cl = 0,842 +
0,044%), NIST 1549 (leite em p6 desnatado, Cl = 1,09 £ 0,02), NIST 8433 (farelo de milho,
Cl =31 + 21 pg g) e DORM 1 (musculo de peixe, Cl = 1,3 + 0,03 %). E importante
mencionar que algumas das amostras utilizadas apresentaram concentragédo de cloro fora

da faixa linear do método proposto (para o uso de 0,2 mg dos CRMs NIST 8435, |
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Em relacdo as amostras de leite em po6 integral, desnatado e semidesnatado,
considerando o uso de 0,2 mg de amostra os valores de Cl seriam de 1850, 2087 e 1955 ng,
respectivamente. Esses valores ndo estdo dentro da faixa linear do método proposto para
determinacdo de cloro por HR-CS-MAS. Cabe destacar que, os valores usados como
referéncia para os calculos acima foram obtidos por ICP-MS ap6s a decomposicao das
amostras por MIC.

Na Tabela 12 sdo mostrados os resultados de Cl por HR-CS-MAS obtidos para as
amostras biol6gicas. Nao foram inseridos os resultados obtidos para as amostras que
apresentaram concentracdo de Cl fora da faixa linear do método proposto. A faixa linear,
bem como o efeito da massa de amostra foram avaliados através da variacdo das massas
de amostra no intervalo de 0,1 a 1,5 mg. Nesses experimentos foi utilizado o CRM NIST

8414 (musculo bovino), conforme os resultados apresentados na Figura 12.

Tabela 12. Determinacdo de Cl em amostras biolégicas por HR-CS-MAS. Resultados em %, n =5 (as

incertezas correspondem aos desvios padréo)

Concentracédo de Cl, %

Amostra Concordéancia, %
Valor certificado Valor encontrado
NIST 1577 0,27** 0,29 + 0,27 107
NIST 8414 0,188 + 0,015 0,179 + 0,021 95
NIST 8433 31+ 21* < 34* -

* resultados em g kg™

** valores somente informados

De maneira geral, o método para a determinacéo por HR-CS-MAS pode ser aplicado
para a determinacdo de Cl em amostras bioldgicas. A exatiddo do método foi avaliada pela
comparagdo dos resultados obtidos com os valores certificados. Conforme, mostrado na
Tabela 12, a concordancia dos valores esté entre 95 e 107%, demonstrando a exatidao do
método proposto. Por outro lado, estudos adicionais ainda séo necessarios para aplicacao
do procedimento proposto para amostras com concentracdes de Cl mais elevadas que
0,5%. Como alternativa, sugere-se o0 uso de outra molécula que favoreca a obtencédo de
uma faixa de trabalho mais ampla.

Na Tabela 13 estdo mostradas, de forma resumida, os parametros de desempenho
do método proposto para determinacdo de Cl por HR-CS-MAS. Para a obtencdo dos

resultados mostrados a seguir foram utilizadas as condi¢cdes previamente estudadas neste
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trabalho. Temperaturas de pirélise e vaporizacdo de 700 e 2100 °C; massa de Al e Sr 2 e 20

ug, respectivamente.

Tabela 13. Parametros de mérito do método para determinacédo de Cl por HR-CS-MAS.

Paréametros

Frequéncia de andlise, h™ 15

Massa caracteristica, ng 6,15

Faixa linear, ng de Cl 380 a 1500
Limite de deteccao, pg g™ 34

Limite de quantificacdo, ug g™ 112

Desvio padréo relativo (n = 5), % <12

Finalmente, o método proposto para determinacdo de Cl por HR-CS-MAS foi

comparado com outros estudos reportados na literatura (Tabela 14).°%>

Os parametros
comparados foram LOD, m, e faixa linear. E importante salientar que, até o presente
momento ha poucos trabalhos disponiveis na literatura usando a HR-CS-MAS para a

determinacéo de ClI.

Tabela 14. Comparacdo dos principais pardmetros analiticos entre diferentes métodos para
determinacéo de Cl por HR-CS-MAS

Referéncia LOD, ng LOQ, ng My, NQ Faixa linear, ng
Método proposto 34 193 6,15 380 a 1500
Ref. 53 0,300 NI 70 até 25
Ref. 54 1,2 NI NI 6a36

NI - valor ndo informado

Conforme pode ser observado na Tabela 14, o LOD obtido nesse estudo esta acima
dos valores obtidos por outros trabalhos usando a absor¢do molecular para a determinagéo
de CI (na forma de AICI) por HR-CS-MAS. Possivelmente, porque foi selecionado apenas
um pixel do detector, o que gerou uma maior variagdo dos valores obtidos para o branco
analitico. Cabe salientar que, de maneira geral, a concentracdo de cloro em amostras

biologicas esta, geralmente, entre 0,1 e 1%. Nesse contexto, os valores mais elevados de

%% Heitmann, U. et al., J. Anal. At. Spectrom. 21 (2006) 1314-1320
* Fechetia, M., Tognon, A. L., Veiga, M. A. M. S., Spectrochim. Acta Part B 71-72 (2012) 98-101
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LOD nao prejudicariam o desempenho do método. Contudo, o método proposto nesse
trabalho para a determinacéo de Cl pela absor¢édo molecular de AICI (261,418 nm) mostrou-
se apropriado para a determinacao de Cl em amostras bioldgicas.

4.4. Determinacdo de bromo por HR-CS-MAS

4.4.1. Escolha da molécula para a determinacdo de bromo por absor¢cdo molecular

A determinacdo de Br usando a HR-CS-MAS é mais recente que para a
determinacdo de F e Cl, sendo que nha literatura existem poucos trabalhos para a

%37 Nestes trabalhos, as moléculas monitoradas s3o,

determinag&o de Br por esta técnica.
geralmente, CaBr e AIBr. O uso destas moléculas tem levado a obtencéo de baixos LODs, o
gue € uma vantagem quando a determinagdo de bromo em baixa concentragéo € requerida.
Além disso, principalmente para a molécula de CaBr, poucas interferéncias espectrais sao
observadas. A escolha por moléculas que absorvem radiagdo em comprimentos de onda na
regido do visivel, como é o caso da molécula de CaBr (625,315 nm), apresenta a vantagem
de ser menos suscetivel a interferéncias uma vez que poucos elementos possuem linhas de
absorcdo atbmica nesse mesmo comprimento de onda. Essa questdo € um pouco mais
problematica quando se trata de moléculas que absorvem radiagdo na regido do UV (AIBr,
278,914 nm), pois ha muitos elementos que a absorvem radiacédo nessa faixa do espectro,
aumentando as chances de interferéncias espectrais.

Contudo, optou-se por fazer a determinacdo de bromo em amostras biolégicas
empregando a molécula de CaBr. Para isso, estudos iniciais foram feitos com base em um
trabalho desenvolvido por Florez e Resano®® para a determinacéo de bromo em polimeros.
Foram utilizados 10 pL de uma solu¢do contendo 10 mg L™ de Br, 10 uL de solucgéo
contendo 30 g L™ de Ca e 10 puL de solucédo contendo 3000 mg L™ de Pd. As temperaturas
de pirdlise e vaporizagdo, previamente selecionadas, foram de 1000 e 2100 °C,
respectivamente.®® Inicialmente, foi avaliada a massa de Ca para formacdo da molécula,
bem como a quantidade de Pd utilizada para a formacao da molécula CaBr em fase vapor.

Os valores encontrados foram usados nos testes subsequentes.

*® Limburg, T., Einax, J. W., Microchem. J. 107 (2013) 31-36
* Flérez, M. R., Resano, M., Spectrochim. Acta Part B 88 (2013) 32-39
*" Huang, M. D. et al., Spectrochim. Acta Part B 63 (2008) 566-570
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4.4.2. Influéncia da adicdo de Ca e Pd na absorc&o molecular de CaBr

Conforme j& mencionado, as massas de Ca e Pd utilizadas para a determinacdo de
Br por HR-CS-MAS foram escolhidas conforme condi¢des previamente estudadas por Florez
e Resano® (determinacéo de Br em polimeros). As condicdes iniciais foram 100 ng de Br,
300 ug de Ca e 30 ug Pd. Posteriormente, foi avaliado se as massas de Ca e Pd eram
adequadas para a determinacdo de Br em amostras bioldgicas. Nesse sentindo, foi avaliado
o efeito da adicdo Ca (0 a 600 ug) sobre o sinal de absor¢cdo molecular em 625,315 nm. Os

resultados correspondentes estdo mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Influéncia da massa de Ca (0 a 600 pg) sobre a intensidade do sinal de absorcdo
molecular do CaBr (sinal integrado em area). Ensaios usando solugédo contendo 100 ng
de Br (10 uL de solugéo contendo 10 mg L™ de Br) e 30 ug de Pd (pela adicdo de 10 puL
da solucéo contendo 3000 mg L* de Pd). Temperaturas de pir6lise e vaporizacdo de 900
e 1900 °C, respectivamente. Cada coluna representa a média de cinco valores e as

respectivas barras de erros sdo os valores correspondentes aos desvios padrao.

A sensibilidade foi maior empregando 300 e 600 ug de Ca. Embora com o uso de
150 ug de Ca o resultado obtido nédo teve diferenca significativa quando comparado ao uso
de 300 ug, o RSD das determinacdes de Br usando 150 ug de Ca foi superior a 10%. Assim,
optou-se por fazer os demais experimentos utilizando 300 ug de Ca. E importante mencionar
gue, mesmo sem o uso de Ca foi obtida um sinal de absorbancia, mas esse valor foi muito

semelhante ao branco analitico.

*® Flérez, M. R., Resano, M., Spectrochim. Acta Part B 88 (2013) 32-39
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Posteriormente, foi avaliada a massa de Pd. Ensaios foram feitos variando a massa

de Pd de 0 a 60 pg, os resultados obtidos estédo mostrados na Figura 16.
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Figura 16. Influéncia da massa de Pd (0 a 60 ug) sobre a intensidade do sinal de absor¢cdo molecular
do CaBr (sinal integrado em area). Ensaios usando solu¢éo contendo 100 ng de Br (10 uL
de solugéo contendo 10 mg L™ de Br) e 300 pg de Ca (pela adicéo de 10 pL da solucéo
contendo 30 g L* de Pd). Temperaturas de pirdlise e vaporizacdo de 900 e 1900 °C,
respectivamente. Cada coluna representa a média de cinco valores e as respectivas

barras de erros sdo os valores correspondentes aos desvios padrao.

Embora ainda néo esteja bem elucidado na literatura qual € o mecanismo de acao do
Pd, foi observado que esse elemento influencia na absor¢do molecular em 625,315 nm. De
acordo com os resultados mostrados na Figura 16, sem o uso de Pd foi obtido um sinal de
absorbéncia, mas esse foi igual ao branco analitico. Com o uso de massas de Pd menores
que 15 ug a absor¢cdo molecular do CaBr foi menor do que com o uso de 30 pg de Pd ou

mais. Dessa forma, optou-se por fazer os demais experimentos utilizando 30 ug de Pd.

4.4.3. Curvas de pirdlise e vaporizagao

O ajuste do programa de aquecimento é parametro importante para determinacédo de
halogénios por espectrometria de absor¢do molecular em forno de grafite. Na Figura 17
estdo mostradas as curvas de pirélise a vaporizacdo para a solucéo de referéncia aquosa

contendo 100 ng de Br (pela adicdo de 10 pL da solugéo contendo 10 mg L™ de Br). Para
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esse estudo, foram adicionados 10 pL das solu¢des contendo Ca (30 g L™) e Pd (3000 mg L’
1). As curvas de pirélise para amostra sélida ndo sdo mostradas, pois os valores obtidos em
absorbéncia foram muito baixos (absorbancia < 0,07).
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Figura 17. Curvas termperatura de pirélise e vaporizagdo para Br em solucdo de referéncia aquosa
contendo 100 ng de Br (pela adicdo de 10 pL da solugéo contendo 10 mg L™ de Br), 300
ug de Ca (pela adicéo de 10 pL da solucéo contendo 30 g L™ de Ca) e 30 ug de Pd (pela
adicéo de 10 pL de Pd contendo 3000 mg L'l). Temperatura de pirélise durante a curva de
vaporizacdo: 1100 °C e temperatura de vaporizagao durante a curva de pirolise: 2100 °C.
Cada ponto representa a média de 5 determinacdes; barras verticais representam o desvio

padréo.

Conforme mostrado na Figura 17, a temperatura de pir6lise mais adequada para a
determinag&o de Br foi a de 900 °C. Essa temperatura € um pouco mais baixa do que as
obtidas nos outros estudos ja desenvolvidos usando a absorcdo molecular de CaBr, em
625,315 nm. Em um trabalho desenvolvido para determinacdo de Br em polimeros, a
temperatura selecionada foi de 1000 °C,>® enquanto que, no estudo para determinacdo de Br
em farmacos® a melhor temperatura de pirélise foi de 1400 °C. Em outro trabalho para a
determinacdo de Br em sais de bromo, a temperatura mais adequada foi de 1300 °C*.
Possivelmente, foi utilizada maior temperatura para permitir a completa eliminacdo da
matriz, tendo em vista que essa pode interferir durante a etapa de formacdo da molécula.
Diferentemente do presente trabalho que a curva de pirélise foi feita apenas para solucdes

de referéncia aquosas de Br.

% Limburg, T., Einax, J. W., Microchem. J. 107 (2013) 31-36
*® Flérez, M. R., Resano, M., Spectrochim. Acta Part B 88 (2013) 32-39
*" Huang, M. D. et al., Spectrochim. Acta Part B 63 (2008) 566-570
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Em relacdo a temperatura de vaporizacdo, a utilizacdo de 1900 °C foi considerada
como adequada para a formacao da molécula de CaBr, em fase vapor. Nesse caso, o valor
obtido foi concordante com os demais estudos para determinacdo de Br por HR-CS-MAS,
onde as temperaturas obtidas variaram de 1800 a 2100 °C.>>>" Essas pequenas variaces
de temperatura podem ser atribuidas a variacdo dos diferentes equipamentos utilizados.

Posteriormente, embora esses resultados nao estejam mostrados no presente
trabalho, uma amostra de leite em p6 integral foi utilizada para o estudo das temperaturas
de pirdlise e vaporizacao para a determinagéo de Br por HR-CS-MAS. Foi utilizado 1 mg da
amostra de leite contendo 20 pg g* de Br (resultados obtidos por ICP-MS, apds a
decomposi¢do da amostra por MIC). Juntamente com o leite, foram adicionados 10 uL da
solugéo contendo 30 g L™ de Ca e 10 pL da solugéo contendo 3000 mg L™ de Pd. O sinal
referente a absor¢cdo molecular do CaBr resultou em uma absorbéancia integrada em area de
0,07 s. Entretanto, esperava-se que o valor de absorbancia fosse maior, pois foi adicionado
0 equivalente a 20 ng de Br e os trabalhos previamente desenvolvidos para a determinacao
de Br por HR-CS-MAS indicaram, como LOD, valores de aproximadamente 1 ng (20 vezes
menor do que a massa de Br utilizada). Entdo, passou-se a investigar se estaria
acontecendo algum tipo de interferéncia durante a etapa de formacg&o da molécula de CaBr
em fase vapor, bem como a ocorréncia de perdas de analito durante a etapa de pir6lise. Ou,
entdo, se estaria acontecendo outro tipo de interferéncia por parte dos demais ions
presentes na amostra de leite em po.

Neste sentido, existem dados na literatura que sustentaram a hipbtese para a
possivel interferéncia de cloro e flior durante a determinacdo de bromo por HR-CS-MAS.
Possivelmente, esses elementos (F e/ou CI) reagem com o Ca formando as respectivas
moléculas, CaF e CaCl em fase vapor, resultando em menor quantidade de Ca livre interagir
com o Br. Nesse sentido, foi feito um estudo sistematico para avaliar a possivel interferéncia

de F e/ou Cl sobre a formacao da molécula de CaBr.

4.4.4. Influéncia de F e Cl naformac&o da molécula CaBr

Inicialmente, pensou-se em avaliar a interferéncia de F e Cl na determinagédo de Br
por absorcdo molecular. Entretanto, esse estudo foi feito apenas para Cl, pois os valores
obtidos para F, na amostra de leite em p¢ integral utilizada nesse trabalho, foram abaixo do

LOD das técnicas de IC e ISE (ap6s a decomposi¢cao da amostra por MIC).

% Limburg, T., Einax, J. W., Microchem. J. 107 (2013) 31-36
*® Flérez, M. R., Resano, M., Spectrochim. Acta Part B 88 (2013) 32-39
*" Huang, M. D. et al., Spectrochim. Acta Part B 63 (2008) 566-570
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Nesse sentido, foram avaliadas massas de Cl de 0 a 2500 ng. Cabe destacar que
esse estudo foi feito com o uso de solugdes de referéncia aquosas contendo Cl. Além disso,
foram adicionados 10 uL da solucédo contendo 30 mg L™ de Ca. Os resultados obtidos nesse

estudo estdo mostrados na Figura 18.
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Figura 18. Influéncia de cloro sobre o sinal de absor¢do molecular do CaBr em solugdo aquosa.

Condicdes utilizadas: 100 ng de Br (pela adicdo de 10 pL da solugéo contendo 10 mg L*
de Br), 300 ug de Ca (pela adicdo de 10 uL da solucéo contendo 30 g L™ de Ca) e 30 pg
de Pd (pela adicdo de 10 uL de Pd contendo 3000 mg L'l). A temperatura de pirélise
durante a curva de vaporizacdo foi de 900 °C; a temperatura de vaporizacdo durante a
curva de pirdlise foi de 1900 °C. Cada ponto representa a média de 5 determinacgdes e as

barras verticais representam o desvio padrao.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 18, observa-se que a presenca de
Cl interfere na determinacdo de Br por HR-CSMAS (absorcdo molecular em 625,315 nm).
Além disso, com o aumento da massa de cloro, o sinal referente & absorcdo molecular do
CaBr diminuiu consideravelmente e, com a adicao de 2,5 ug de Cl, o sinal de absorbancia
do analito foi praticamente zero. Um mg de leite em poé integral contem aproximadamente
10 ug de Cl. De acordo com a Figura 18, essa quantidade ja é suficiente para interferir na
determinacéo de Br por HR-CS-MAS. Nesse contexto, pode-se inferir que a quantidade de
cloro, naturalmente presente na amostra de leite em pé integral, pode ser um dos motivos
pela diminuicdo da intensidade do sinal analitico. E importante destacar que a concentragéo
de cloro em amostras biolégicas é, geralmente, elevado (entre 0,1 e 1 %), estando de

acordo com o resultado previamente obtido.
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4.4.5. Sinais obtidos pela absorcdo molecular de CaBr

Os sinais analiticos referentes a absorcdo da molécula CaBr em 625,315 nm sé&o
mostrados na Figura 19. Na Figura 19a esta mostrado o perfil do sinal obtido pelo uso da
solugéo de referéncia aquosa contendo 100 ng de Br (10 pL da solugéo de Br 10 mg L™). Na
Figura 19b estd mostrado o perfil do sinal obtido pela absor¢do molecular do CaBr a partir

do 20 ng de Br liberado da amostra de leite em pd (usando 1 mg da amostra contendo 20

ug g™ de Br).

Figura 19. Sinal de absor¢do molecular obtidos usando: a) 100 ng de | a partir de uma solugéo de
referéncia em meio aquoso (10 puL da solucdo contendo 10 mg L™ de Clh;e,b)20ngdela
partir da amostra de leite em p6 (1 mg da amostra contendo 20 ug g"1 de Br). Condicdes
empregadas: 300 ug de Ca e 30 nug de Pd. Temperatura de pirdlise durante a curva de

vaporizacao: 900 °C e temperatura de vaporiza¢do durante a curva de pirélise: 1900 °C.

Conforme pode ser observado, com a adicdo da amostra contendo 20 ng de Br ndo
foi obtido sinal referente a absorcdo molecular em 625,315 nm, enquanto que, para a
solucdo de referéncia contendo 100 ng de Br, foi obtido um sinal de absor¢do molecular, o
qual foi integrado em &rea e retornou a linha de base em 7 s. Possivelmente, ndo foi obtido
sinal de absor¢cdo molecular quando a amostra foi empregada, devido a supresséo do sinal

de CaBr devido a elevada concentracdo e cloro presente na amostra.
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4.4.6. Estudo para eliminacao da interferéncia de Cl na determinacéo de Br por HR-CS-
MAS

Posteriormente, foi estudada uma forma de diminuir a interferéncia de cloro e
possibilitar, assim, a determinagdo de Br por HR-CS-MAS. Dessa forma, foi investigada a
adicdo de solucdes de NH,NO; e NH,OH, nas concentracdes de 3, 6 e 12 mol L. Nesses
experimentos, foi utilizado 1 mg de leite em pé integral, 300 ug de Ca e 30 ug de Pd. As
temperaturas de pirélise e vaporizagdo empregadas foram de 900 e 1900 °C,
respectivamente.

Adicionalmente, foi incluida uma etapa de pré-pirélise no programa de aquecimento.
Nessa etapa foram avaliadas as temperaturas de 300, 350 e 400 °C. Esse estudo foi
desenvolvido para avaliar a formagao de NH,Cl durante a etapa adicional utilizada e, pela
emprego da temperatura de decomposi¢cdo desse composto (aproximadamente 350 °C),
liberar o cloro presente na amostra antes da etapa de formagdo da molécula. E importante
destacar que a temperatura de ebulicdo do NH4Br é superior a do NH,CI, ou seja, 400 e 350
°C, respectivamente. Essa diferenca na temperatura de decomposi¢cao serviu de argumento
para propor a liberagcdo do Cl da matriz da amostra sem que houvessem perdas de
significativas de Br.

Com a adigdo de NH4;NO3; e NH,OH, nas concentracdes de 3, 6 e 12 mol L2, nao foi
observado aumento no sinal de absorbancia (monitorada em 625,315 nm, referente a
absorcdo molecular do CaBr), independente da temperatura empregada. Nesses
experimentos, foram selecionadas as temperaturas adequadas para promover a
decomposicédo do NH,CI e liberagéo do Cl na etapa de pré-pirélise. Entretanto, pode ser que
o cloro liberado apés a decomposicdo desse sal tenha interagido ao Ca, diminuindo sua
disponibilidade para formar CaBr. Como consequéncia, o sinal de absorbancia do analito
permaneceu inalterado.

Ainda, é importante mencionar que as temperaturas de decomposicao do NH,Br e
NH,Cl sdo muito proximas, e o bromo também poderia estar sendo perdido durante a etapa
de pré-pirélise. Nesse contexto, um estudo mais aprofundado precisaria ser feito para
investigar a possibilidade de utilizacdo dessa alternativa para promover a perda do cloro

durante a etapa que antecede a pirélise.

4.4.7. Curva de calibracdo para determinacdo de bromo por HR-CS-MAS

Inicialmente, foi feita a calibracdo do equipamento com o uso de solugbes de

referéncia aquosas de Br. Foram utilizadas as condi¢des previamente estabelecidas nesse
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trabalho: 10 uL da solucéo de referéncia aquosa contendo Br; 300 ug de Ca (pela adi¢do de
10 pL da solucéo contendo 30 g L™ de Ca); e, 30 ug de Pd (pela adicdo de 10 pL de Pd
contendo 3000 mg L™). As temperaturas de pirdlise vaporizacdo foram de 900 e 1900 °C,

respectivamente. A curva de calibracéo obtida pode ser vista na Figura 18.
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Figura 20. Curva de calibracdo para Br usando em solugbes de referéncia aquosa. Condicdes
utilizadas: 10 puL da solucéo de referéncia aquosa contendo Br; 300 pg de Ca (pela
adicdo de 10 pL da solucéo contendo 30 g L™ de Ca); e, 30 ug de Pd (pela adicéo de 10
pL de Pd contendo 3000 mg L'l). Cada valor representa a média de 3 determinacdes.

Temperaturas de pirélise e vaporizacdo de 900 e 1900 °C, respectivamente.

Embora a curva de calibracdo tenha apresentado boa linearidade (R* = 0,9979), a
determinacéo de Br ndo pode ser feita no leite em p6, devido a supressado do sinal analitico.
A elevada concentracdo de cloro, presente naturalmente na amostra, pode ser uma das
interferéncias mais pronunciadas na determinacéo de Br por HR-CS-MAS. Nesse contexto,
a curva de calibracao foi inserida nesse trabalho apenas para evidenciar a potencialidade da
utilizacdo desse método para determinagdo de bromo, bem como a linearidade alcancada.
Por fim, cabe destacar que, estudos subsequentes precisam ser feitos para a determinacao
de Br em amostras biolégicas por HR-CS-MAS.

Na Tabela 15 estdo mostradas, de forma resumida, as caracteristicas do método
proposto para a determinacdo de Br por HR-CS-MAS. Para a obtencdo dos resultados
mostrados a seguir foram utilizadas as condi¢cbes previamente estudadas neste trabalho.
Temperaturas de pirélise e vaporizagcédo de 900 e 1900 °C; massa de Ca e Pd 300 e 30 pug,

respectivamente.
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Tabela 15. Parametros de desempenho do método para determinacao de Br por HR-CS-MAS.

Parametros

Frequéncia de andlise, h™ 15
Massa caracteristica, ng 0,55
Faixa linear, ng de Br 25 a 500
Limite de detecc&o, pg L™ 1,95
Limite de quantificacéo, pg L™ 6,49
Desvio padréo relativo (n = 5), % 5

Finalmente, o método proposto para determinacdo de Br por HR-CS-MAS foi
comparado com outros estudos reportados na literatura (Tabela 15).°°°® Os parametros
comparados foram LOD, m, e faixa linear. E importante salientar que, até o presente
momento existem poucos trabalhos disponiveis na literatura utilizando a HR-CS-MAS para a
determinacéo de Br.

Tabela 16. Comparacdo dos principais parametros analiticos entre diferentes os métodos para
determinacéo de Br por HR-CS-MAS

Referéncia LOD LOQ My, NQ Faixa linear, ng
Método proposto 1,95 ug L™ 6,49 ug L™* 0,55 até 200
Ref. 56 5,4 ng NI 1,32 até 300
Ref. 58 2ng NI NI até 250

NI - valor ndo informado

4.5. Determinagédo de iodo por HR-CS-MAS

4.5.1. Escolha da molécula para a determinacéo de iodo por absor¢c&o molecular

Dentre os halogénios, | € 0 que conta com menos estudos sobre a determinacdo por
HR-CS-MSA em forno de grafite. Embora a determinacdo possa ser feita pela absor¢cédo das
moléculas de Gal, Inl, Bal, somente essa Ultima foi utilizada para determinagéo de | por HR-
CS-MAS. Entdo, Bal foi escolhida para ser utilizada no presente trabalho.

No presente estudo para a determinacéo de | em amostras biolégicas foi monitorada
a absorcdo da molécula de Bal, em 538,308 nm. Ensaios iniciais foram conduzidos
conforme reportado por Huang e colaboradores®® em um trabalho desenvolvido para a

determinacédo de iodo em amostras de farmacos.

% Limburg, T., Einax, J. W., Microchem. J. 107 (2013) 31-36
*® Flérez, M. R., Resano, M., Spectrochim. Acta Part B 88 (2013) 32-39
*" Huang, M. D. et al., Spectrochim. Acta Part B 63 (2008) 566-570
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Inicialmente, foram empregadas as mesmas condi¢oes utilizadas no trabalho
anteriormente citado (temperaturas de pirdlise e vaporizacdo de 600 e 2000°C,
respectivamente, 10 ng de | e 100 ug de Ba). Entretanto, com relagdo a massa de iodo, essa
precisou ser aumentada para 100 ng de I, uma vez que com a utilizacdo de 10 ng de | o
sinal de absorbéncia integrada em area foi menor que 0,1 e o RSD foi superior a 20%.
Nesse sentindo, os testes subsequentes foram feitos empregando 100 ng de |, pela adicédo
de 10 pL da solugéo contendo 10 mg L™ de | e a massa de Ba foi mantida em 100 pg, pela
adicdo de 10 pL da solugdo contendo 10 g L™ de Ba. Nesse experimento, a absorbancia
integrada foi de 0,3019 + 0,015 s. Nesse sentido, 0s ensaios subsequentes foram feitos
empregando temperaturas de pirélise e vaporizacdo de 600 e 2100 °C, respectivamente,

100 ng de 1 e 100 ug de Ba.

4.5.2. Influéncia da adi¢cdo de Ba sobre a absor¢cdo molecular de Bal

Posteriormente, foram feitos ensaios para avaliar se a massa de Ba adicionada foi
suficiente para promover a formacdo da molécula de Bal, durante a etapa de pirélise e,
também, para deslocar o equilibrio quimico para a formacao de Bal, em fase vapor. Nesses
experimentos a massa de | foi fixada em 100 ng (pela adigdo de 10 pL da solug¢éo contendo
10 mg L") e a massa de Ba foi variada de 0 a 400 pg. Os resultados obtidos estio

mostrados na Figura 21.
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Figura 21. Influéncia da massa de Ba (0 a 400 pg) sobre a intensidade do sinal de absorcéo
molecular do Bal (sinal integrado em area). Ensaios usando solucdo contendo 100 ng de
| (10 pL de solugdo contendo 10 mg L™ de I) e temperaturas de pirélise e vaporizagao de
600 e 2000 °C, respectivamente. Cada coluna representa a média de cinco valores e as

respectivas barras de erros sao os valores correspondentes aos desvios padrao.
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Inicialmente, foram feitos testes sem a utilizacdo de Ba, ou seja, apenas pela adicédo
de 100 ng de | e, conforme pode ser observado na Figura 21, o sinal de absorbancia foi
muito proximo de zero, similar ao valor obtido para o branco analitico. Posteriormente, a
massa de bario foi aumentada para 100 ug e o sinal relativo a absor¢cdo molecular do Bal,
em 538,308 nm, aumentou significantemente. Com o0 aumento da massa de Ba adicionada
(200 pg), ndo foram observadas diferencas entre os resultados prévios obtidos com o uso de
100 pug de Ba. Entretanto, com o emprego de 300 ou 400 ug de Ba, o sinal referente a
absorcdo molecular do Bal diminuiu. Resultados semelhantes foram obtidos nos demais
ensaios feitos nesse trabalho para avaliar a massa dos modificadores quimicos adequada.
O excesso de modificador quimico leva a obtengcdo de sinais analiticos mais alargados, os
quais, geralmente, ndo retornam a linha base no tempo de integracdo selecionado. Além
disso, com o0 aumento da concentracdo de Ba, possivelmente, a decomposi¢do da molécula
de Bal, para formacdo de Bal pode ser dificultada, o que contribui para a reducdo da
intensidade do sinal analitico. Nesse contexto, os testes subsequentes foram feitos com o

adicdo de 100 ug de Ba.

4.5.3. Curvas de pirélise e vaporizacao

Para avaliar o programa de aquecimento mais adequado para a formagédo da
molécula de Bal na determinacgdo de | por HR-CS-MAS, foram obtidas curvas de pirdlise e
vaporizagdo. Nesse estudo, foi utilizado 1 mg de amostra de leite em p6 integral contendo 1
ug g de | e 100 pg de Ba (pela adicdo de 10 uL da solucdo contendo 10 g L™ de Ba). N&o
foi obtido sinal de absorbéncia referente a molécula de Bal com o0 uso da amostra sélida
(resultados ndo apresentados). As curvas de pirélise e vaporizacao obtidas para as solucdes

de referéncia aquosas de iodo estdo mostradas na Figura 22.
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Figura 22. Curvas de pirélise e vaporizacdo para | em solucdo de referéncia aquosa contendo 100 ng
de | (pela adicdo de 10 pL de solucdo contendo 10 mg L™ de 1) e 100 ug de Ba (pela
adicédo de 10 uL da solugéo contendo 10 g L™ de Ba). Temperatura de pirélise durante a
curva de vaporizacao foi de 600 °C e a temperatura de vaporizagdo durante a curva de
pirélise foi de 2000 °C. Cada ponto representa a média de 5 determinacdes e as barras

verticais representam o desvio padréo.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 22, as temperaturas mais
adequadas para a determinacgéo e | foram as de 600 e 1900 °C, respectivamente. Valores
semelhantes foram encontrados em um estudo desenvolvido para determinacdo de iodo em
amostras de farmacos (600 e 2000 °C, temperaturas de pirélise e vaporizacao,

respectivamente).*®
4.5.4. Influéncia de F e Cl naformac&o da molécula Bal

Da mesma forma como observado para a determinacdo de Br, alguns trabalhos
reportados na literatura apontam que a determinacdo de | por MAS pode ser prejudicada
pela ocorréncia de interferéncias espectrais devido a presenca de F e Cl na matriz. Os ions
interferentes competem com o | na formacao da molécula com o Ba. Como ligacdo a
guimica dos elementos mais eletronegativos (F ou Cl) com o Ba tem maior energia do que a
ligacdo com o |, o modificador tende a formar BaF, e BaCl, durante a pirdlise e,
possivelmente, BaCl e BaF, em fase vapor. Possivelmente, também ocorre a formacéo de
Bal em fase vapor, porém em menor propor¢do. Além disso, a presenc¢a do excesso de Ba é
importante para a determinacdo de | (como Bal) por HR-CS-MAS, favorecendo a formagéo

de Bal em fase vapor.

*® Huang, M. D. et al., Spectrochim. Acta Part B 64 (2009) 697-701
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Nesse contexto, a massa de Ba foi aumentada para 200 ug para avaliar se esse
excesso favoreceria 0 aumento do sinal analitico. Com o uso de massas ainda maiores de
Ba (300 a 500 ng) o sinal obtido nado retornou a linha base e um perfil bastante alargado foi
observado. Entdo, optou-se por estudar se os ions F e/ou Cl presentes na amostra de leite
em po estariam, realmente, interferindo na determinacdo de | por HR-CS-MAS. Nesse
sentido, primeiramente, foi introduzido no forno de grafite 100 ng de | e 100 ug de Ba
(temperaturas de pirélise e vaporizacdo utilizadas foram de 600 e 2000 °C,
respectivamente). O sinal de absorbancia obtido foi de 0,221 + 0,016 s. Posteriormente, foi
adicionado 1 mg de leite em p6, 100 ng de | e 100 ug de Ba e 0 mesmo programa de
aguecimento foi utilizado. O sinal de absorbéncia foi de 0,004 + 0,001 s. Esse resultado
indicou que havia interferéncia de algum dos constituintes da amostra, possivelmente, F ou
Cl.

A interferéncia do flior n&do foi avaliada, pois a concentracdo desse elemento esta
abaixo do LOD de todas as técnicas analiticas utilizadas (HR-CS-MAS, IC e ISE). Por outro
lado, a concentracdo de cloro na amostra de leite em pd é de, aproximadamente, 1%. De
maneira geral, amostras bioldgicas, apresentam a concentracdo de cloro variando de 0,1 a
2%. Nesse sentindo, foram adicionadas massas de Cl de 0 a 100 ng para avaliar a
interferéncia sobre o sinal analitico de 100 ng de | usando 100 ug de Ba (temperaturas de
pirélise e vaporizacdo utilizadas foram de 600 e 2000 °C, respectivamente). Na Figura 23

estao mostrados os resultados obtidos.
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Figura 23. Influéncia de cloro sobre o sinal de absorcdo molecular do Bal em solugdo aquosa.
Condicdes utilizadas: solucédo contendo 100 ng de | (10 uL da solugédo contendo 10 mg L
! de 1), 100 pg de Ba (10 puL da solugcéo contendo 10 g L'l) e 10 plL das solugbes
contendo de 0,25 a 10 mg L™ de Cl. Cada barra representa a média de 3 determinacées

e as barras verticais representam o desvio padréo.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 23 ficou evidente que,
dependendo da concentracdo de cloro presente na amostra, esse elemento pode interferir
na absor¢cdo molecular do Bal. Enquanto massas de cloro até 10 ng ndo evidenciaram
reducdo do sinal analitico a adicdo de 25 ng de CI contribuiu para a diminuicdo do sinal
analitico referente a molécula de Bal, indicando a possivel competicdo do Cl pelo Ba.
Massas de 50 ou 100 ng de CI levaram a obtencdo de sinais da molécula de Bal ainda
menores (cerca de 65% a menos do valor de absorbancia obtido sem a adicdo de cloro).

Adicionalmente, foram feitos os mesmos experimentos descritos no resultados
obtidos para Br (4.3.3. Estudo para eliminacéo da interferéncia de Cl na determinacéo de Br
por HR-CS-MAS). Entretanto, assim como para Br, ndo foram obtidos resultados
satisfatérios. Nesse sentido, um estudo mais aprofundando precisa ser feito para eliminar a

interferéncia de Cl na determinag&o de | por HR-CS-MAS em amostras biolégicas.
4.5.5. Curva de calibragéo para determinacéo de iodo por HR-CS-MAS

Inicialmente, foi feita a calibracdo do equipamento com o uso de solucbes de
referéncia aquosas, utilizando as condi¢cdes previamente estabelecidas nesse trabalho: 10
uL da solucéo de referéncia aquosa contendo | e 100 ug de Ba (10 uL da solug&o contendo
10 g L™"). Foram empregadas temperaturas de pir6lise vaporizacdo de 600 e 1900 °C,

respectivamente. A curva de calibragdo obtida pode ser vista na Figura 24.
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Figura 24. Curva de calibracdo para | usando em solucdes de referéncia aquosa. Condi¢ces
utilizadas: 10 pL da solucdo de referéncia aquosa contendo | e 100 ug de Ba (10 pulL da
solugdo contendo 10 g L%). Cada valor representa a média de 3 determinacdes.

Temperaturas de pirdlise e vaporizacdo de 600 e 1900 °C, respectivamente.
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Embora tenha sido feita a calibragdo com solucdes de referéncia, a determinacéo de
iodo ndo pode ser feita em amostras biologicas, possivelmente, devido a interferéncia do
cloro naturalmente presente na amostra. Assim, a curva de calibragédo foi inserida nesse
trabalho, apenas, para mostrar a potencialidade de utilizacdo desse método para
determinacgéo de iodo. Estudos subsequentes precisam ser feitos para que o método possa
ser empregado para a determinagdo de iodo usando a absorcdo molecular da Bal em
538,308 nm em amostras contendo elevada concentragéo de cloro.

4.5.6. Sinais obtidos pela absor¢cdo molecular de Bal

Os sinais referentes a absor¢cdo da molécula Bal em 538,308 nm s&o mostrados na
Figura 25. Na Figura 25a esta mostrado o perfil do sinal obtido pelo uso da solugéo de
referéncia aquosa contendo 100 ng de | (10 uL da solucdo de | 10 mg L™). Na Figura 25b
esta mostrado o perfil do sinal obtido pela absor¢do molecular do Bal a partir do 10 ng de |

liberado da amostra de leite em p6 (usando 1 mg da amostra contendo 10,0 + 0,07 ug g™ de

).

Figura 25. Sinal de absor¢do molecular obtidos usando: a) 100 ng de Br a partir de uma solucéo de
referéncia em meio aquoso (10 pL da solucéo contendo 10 mg L™ de Cl); e, b) 1 ng de Br
a partir da amostra de leite em p6 (1 mg da amostra contendo 1,08 + 0,07 ug g'l de ).
Condicdes empregadas: 100 pug de Ba. Temperaturas de pirdlise e vaporizacdo de 600 e

1900 °C, respectivamente.
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Conforme pode ser observado, com a adicdo da amostra contendo 10 ng de | n&o foi
obtido sinal referente a absorgdo molecular em 538,308 nm, enquanto que, para a solucéo
de referéncia contendo 100 ng de Br, foi obtido um sinal de absor¢do molecular, o qual foi
integrado em &rea e retornou a linha de base em 7 s. Possivelmente, ndo foi obtido sinal de
absorgcdo molecular quando a amostra foi empregada, devido a supressédo do sinal de Bal
devido a elevada concentragao e cloro presente na amostra.

Na Tabela 17 estdo mostradas, de forma resumida, as caracteristicas do método
proposto para determinacdo de | por HR-CS-MAS. Para a obtencdo dos resultados
mostrados a seguir foram utilizadas as condi¢cdes previamente estudadas neste trabalho.
Temperaturas de pirdlise e vaporizacdo de 600 e 1900 °C, respectivamente; 100 ng de | e
100 pg de Ba. As informagbes mostradas na Tabela 17 foram calculadas a partir do uso

apenas de solucdes de referencia aquosas.

Tabela 17. Parametros de mérito do método para determinacéo de | por HR-CS-MAS.

Parametros

Frequéncia de andlise, h™ 15
Massa caracteristica, ng 3,66
Faixa linear, ng de | 25a 500
Limite de detecg&o, pg L™ 3,01
Limite de quantificagéo, pg L™ 10,1
Desvio padréo relativo (n = 5), % <5

Por fim, o método proposto foi comparado com outros estudos reportados na
literatura para determinagdo de iodo usando a HR-CS-MAS (Tabela 18). Os parametros
comparados foram LOD, mq e faixa linear. E importante salientar que, até o presente
momento ha poucos trabalhos disponiveis na literatura usando a HR-CS-MAS para a

determinacgédo de iodo.

Tabela 18. Comparacao dos principais parametros analiticos entre diferentes os métodos para
determinacgéo de | por HR-CS-MAS.

Referéncia LOD LOQ Mo, NQ Faixa linear, ng
método proposto 3ug Lt 10pugL*? 1,5 0,25 a 5,00
Ref. 58 0,6 ng ND 1,0 até 250

NI - valor ndo informado

*® Huang, M. D. et al., Spectrochim. Acta Part B 64 (2009) 697-701
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Conforme pode ser observado na Tabela 18, os valores de limite de detecgdo e
quantificacdo, obtidos nesse estudo, foram informados em pg L™*. Esses valores n&o foram
convertidos para massa (ng de 1), pois ndo foi possivel fazer a determinacdo de iodo nas
amostras solidas, devido a interferéncias e cloro durante a etapa de determinacao.

Por outro lado, foram comparados os valores de LOD e LOQ obtidos no presente
trabalho, com o0s valores obtidos por outras técnicas analiticas, as quais requerem
amostragem de liquidos, como é o caso da cromatografia de ions. Os LOD e LOQ obtidos
pela técnica cromatogréfica estdo na faixa de 4 e 15 ug L™, respectivamente. Desse modo,
0os LOD e LOQ obtidos no presente trabalho foram consideravelmente mais baixos que
agueles obtidos por IC. Neste sentido, 0 método proposto, embora que ndo tenha sido
aplicado para determinagdo de iodo em amostras sélidas, pode ser considerado um método
adequado para determinacgéo de iodo em solucdes obtidas apos a etapa de decomposicgao.

Na Figura 26 estdo apresentadas, de forma resumida, as condi¢cdes escolhidas para
a determinacao de halogénios em amostras bioldgicas por HR-CS-MAS.
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[ HR-CS-MAS MIC ]

Sélido: 1 mg leite em p6 (F 10 pg g™) solucéo absorvedora: NH;OH 100 mmol L™ (6 mL)
Recobrimento da plataforma: Zr 1000 mg Lt 20 bar de O,

Tp: 900 °C .
NH;NO3 6 mol L™ (50 pL)

Tv: 2200 °C
A = 606,440 nm programa de aquecimento: 1400 W, 5 min

S

Solucao: F 1000 uL™ + Ca4 g I (10 pL) J massa de amostra: até 2 g de amostra

Solugéo: Cl 25 mg L™ + Al 200 2000 mg L™ +

Sr 2000 mg L™ (10 pL) [ ICP-MS —[ Cl,Brel ]
Solido: 0,5 mg musculo bovino (Cl 0,188%) g

Tp: 700 °C

Tv: 2100 °C )

A =261,418 nm [ ISE —| F ]
Solugdo: Br10mg L' +Ca30g L™+ [ IC ]_[ F Cl. Brel ]
Pd 3000 mg L™ (10 pL) -~

Clor

1

Bromo Tp: 900 °C
Tv: 2200 °C
A =625,315 nm

5|

N

Solug&o: 110mg L +Ba10g L™ (10 pL)
Tp: 600 °C

Tv 2200 °C

A = 538,308 nm

Todo

[i

Figura 26. Condi¢cGes escolhidas para a determinagéo de F, Cl, Br e | por HR-CS-MAS. (Tp e Tv:

temperaturas de pirélise e vaporizacdo, respectivamente).



5. CONSIDERACOES FINAIS

O uso da MAS com vaporizagdo em forno de grafite mostrou-se adequada para a
determinacdo de halogénios em amostras biolégicas. Nesse trabalho foi possivel utilizar um
espectrdmetro de absorcdo atbmica de alta resolu¢cdo com fonte continua e forno de grafite
para fazer a amostragem direta de sdélidos.

O uso da amostragem direta de solidos contribuiu para tornar a técnica ainda mais
simples e rapida, principalmente, por dispensar a aplicacdo de um procedimento de digestao
de amostras, previamente a etapa de determinacao

Para F, Cl, Br e | foram obtidas as curvas de pirolise e vaporizagdo usando solugbes
de referéncia aquosas e amostra solida. Para F, o comportamento térmico foi muito
semelhante com o uso de ambas. Por isso a curva de calibragéo foi feita com o uso de
padrdes aquosos. As temperaturas de pirélise e vaporizagdo foram de 700 e 2200 °C,
respectivamente. A my, LOD e LOQ foram 50,6 pg, 0,72 e 2,4 ug g*, respectivamente. A
exatidao foi avaliada pela comparacao com os resultados empregando a ICP-MS e ISE apés
a decomposicéo das amostras por MIC.

A calibracdo do equipamento para Cl precisou ser feita pelo uso de um CRM, uma
vez que ndo foi obtida uma condicdo de mesmo comportamento térmico entre o analito
presente na amostra e nos padrfes aquosos. As temperaturas de pirolise e vaporizagdo 700
e 2100 °C, respectivamente. A mo, LOD e LOQ foram 6,15 ng, 34 e 112 ng g,
respectivamente. A exatiddo foi avaliada pela comparacdo com materiais de referéncia
certificados de figado bovino (NIST 1577), musculo bovino (NIST 8414) e farelo de milho
(NIST 8433).

As curvas de pirélise e vaporizacdo para Br e | foram obtidas apenas com o uso de
solucdo de referéncia, pois foi observada interferéncia, possivelmente do cloro presente na
amostra soélida. As temperaturas de pirélise e vaporizacdo selecionadas para Br e | foram
900 e 1900 °C e 600 e 1900 °C, respectivamente. Nesse contexto, é importante salientar a
necessidade do desenvolvimento estudos adicionais para minimizar as interferéncias
promovidas pela elevada concentracdo de Cl, viabilizando a determinacéo de Br e | por HR-
CS-MAS com amostragem direta de solidos.

Por fim, é importante salientar que o método proposto foi adequado para a
determinacdo de halogénios em amostras bioldgicas, mostrando-se promissor para ser

utilizado para a determinagéo de halogénios em outros tipos de materiais.
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