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. DSS-GF AAS, espectrometria de absorcdo atdbmica com forno de grafite
com amostragem direta de soélidos, do inglés Direct Solid Sampling

Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry

10. EP, farmacopéia européia, do inglés European Pharmacopoeia

11.F AAS, espectrometria de absorcéo atdmica com chama, do inglés Flame

Atomic Absorption Spectrometry

12. FB, farmacopéia brasileira

13. He, constante de homogeneidade

14.GFAAS, espectrometria de absorcao atbmica com atomizacédo em forno de

grafite, do inglés, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry

15. HG AAS, espectrometria de absorcdo atémica com geracdo de hidretos,

do inglés Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry

16. HPLC, cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés High-Performance

Liquid Chromatography

17. ICP-MS, espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado,

do inglés Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry
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18. ICP OES, espectrometria de emissao atdbmica com plasma indutivamente
acoplado, do inglés Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry

19. IUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry

20. JP, farmacopéia Japonesa, do inglés Japanese Pharmacopoeia

21. LCO, lampada de céatodo oco

22. LD, limite de deteccgao

23. NAA, andlise de ativacdo neutrbnica, do inglés Neutron Activation
Analysis

24. OMS, organiza¢do mundial da saude, do inglés World Health Organization

25. PGM, modificadores do grupo da platina, do inglés Platinum Group

Modifiers

26. Rz, coeficiente de correlacdo de determinacgao

27. RSD, desvio padréo relativo, do inglés Relative Standard Deviation

28. STPF, temperatura estavel na plataforma do forno, do inglés Stabilized
Temperature Plataform Furnace

29. USP 30, farmacopéia americana 302 edicdo, 2007, do inglés The United
States Pharmacopeia 30™ Edition

30. UV, espectrometria de absor¢cdo molecular na regido do ultravioleta, do
inglés Ultraviolet Molecular Absorption Spectrometry

31.VIS, espectrometria de absor¢cdo molecular na regido do visivel, do inglés
Visible Molecular Absorption Spectrometry

32. WDXRF, espectrometria de fluorescéncia de raios-X com dispersdao em
comprimento de onda, do inglés Wavelength Dispersive X-Ray

Fluorescence Spectrometry
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RESUMO

Neste trabalho foi otimizada uma metodologia para a determinacdo de
impurezas inorganicas (Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb) por espectrometria de
absorcéo atbmica com amostragem direta de sélidos (DSS-GF AAS) em amostras
de ferro aminoécido quelato. Foi realizado um estudo do comportamento térmico
dos analitos na amostra sdélida e na solugdo de referéncia aquosa a partir de
curvas de pirélise e atomizacdo. Para a determinacdo de As, Cr, Mn, Ni e Sb foi
adicionado 20 pL de &gua sobre a amostra na plataforma e para a determinacao
de Ag e Pb foi utilizado 20 pL de uma solucéo contendo 4 pg de paladio como
modificador quimico. A massa empregada na determinacédo de Cr variou de 0,1 a
0,7 mg, para Ni foram utilizadas massas entre 0,1 e 0,9 mg, para As e Sb esta foi
de 0,2 a 0,9 mg, para Ag foram empregadas massas entre 0,1 e 1,9 mg, para Mn
esta foi de 0,1 a 0,4 mg e para a quantificacdo de Pb a massa utilizada variou
entre 0,1 e 2,5 mg. Os analitos investigados neste trabalho, com excecédo da Ag
nas amostras FAQl e FAQ 2 apresentaram uma boa homogeneidade. Os
resultados obtidos pelo método proposto foram comparados com os obtidos por
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES), espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e
analise por ativacdo neutrénica (NAA). O teste estatistico ANOVA, considerando
um intervalo de confianca de 95% (p < 0,05), ndo demonstrou diferenca
significativa entre os valores das concentracdes de As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb
obtidos pelas diferentes técnicas. Para Ag, as técnicas comparativas
apresentaram limite de deteccédo (LD) maior que a concentracdo de Ag obtida na
amostra por DSS-GF AAS. Devido a isto, foi feita a adicdo de analito por meio de
solucdes de referéncia nas amostras antes destas serem introduzidas no
atomizador. A recuperacéao para a Ag empregando solucao de referéncia foi maior
gue 97%. Os valores dos limites de deteccéo (LDs) dos elementos Ag, As, Cr, Mn,
Ni, Pb e Sb obtidos por DSS-GF AAS foram 0,002; 0,07; 0,03; 0,01; 0,002; 0,008
e 0,08 ug g™, respectivamente, sendo que, com excecdo de As e Sh, os demais
elementos apresentaram LDs menores que os obtidos pelas técnicas ICP-MS,
ICP OES e NAA.
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ABSTRACT

In this work a methodology for determination of inorganic impurities (Ag, As,
Cr, Mn, Ni, Pb e Sb) by direct solid sampling with graphite furnace atomic
absorption spectrometry (DSS-GF AAS) in iron glycinate chelate samples was
developed. The thermal behavior of the analytes in solid samples and reference
aqueous solutions was studied using pyrolysis and atomization curves. For Cr,
Mn, Ni and Sb determination, 20 puL of water were added over the sample in the
platform, and for Ag and Pb determination, 20 puL of a solution containing 4 pg of
Pd as chemical modifier was used. The mass used in the Cr determination varied
from 0,1 to 0,7 mg, for Ni masses among 0,1 and 0,9 mg were used, for As and Sb
from 0,2 to 0,9 mg, for Ag masses among 0,1 and 1,9 mg were used, for Mn from
0,1 to 0,4 mg and for the quantification of Pb the used mass varied among 0,1 and
2,5 mg. The analytes characteristic mass average value in the solid sample was
consistent with the value obtained in the aqueous reference solutions. Thus,
aqueous reference solutions calibration was possible. The analytes investigated in
this work, except for silver in samples FAQl and FAQ2, showed good
homogeneity in the samples. The results obtained by the proposed method were
compared with inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP
OES), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and neutron
activation analysis (NAA). No statistical difference was observed in As, Cr, Mn, Ni,
Pb and Sb concentrations determined by different techniques. For Ag, the
comparative techniques showed a higher detection limit (LD) than the Ag
concentration found in the sample by DSS-GF AAS. To address this, analyte
addition through reference solutions in the samples before introduction in the
atomizer was used. The recovery for silver using standard solutions was greater
than 97%. The Ag, Cr, Mn, Ni, Pb and Sb LDs obtained by DSS-GF AAS were
0,002; 0,07; 0,03; 0,01; 0,002; 0,008 and 0,08 ug g™, respectively. With exception
of As and Sb, the other elements presented lower LDs than those obtained by
ICP-MS, ICP OES and NAA techniques.



1. INTRODUCAO

A determinagdo de impurezas em diferentes etapas do processo de
obtencéo de produtos farmacéuticos € de fundamental importancia para garantir a
gualidade do produto final, bem como para prevenir riscos a saude humana. Entre
as impurezas que podem estar presentes nos farmacos estdo os metais pesados,
gue podem ser introduzidos por diversas fontes durante o processo de fabricacéo
dos medicamentos. O limite para metais pesados presentes em medicamentos e
em matérias-primas €, normalmente, definido por agéncias reguladoras, as quais
empregam ensaios semiquantitativos e nao seletivos de precipitacdo de sulfetos
metélicos.??

O ensaio limite para metais pesados, descrito na maioria das farmacopéias
emprega solucbes de sulfeto de hidrogénio ou tioacetamida, que produzem
precipitados coloridos cuja intensidade da cor € comparada visualmente com uma
solucéo de referéncia de chumbo a qual apresenta concentragcdo conhecida. Os
elementos que normalmente respondem ao ensaio limite de metais pesados sao
As, Ag, Bi, Cu, Cd, Hg, Mo, Pb, Sb e Sn.??

Entretanto, esse teste apresenta a limitacdo de trazer apenas uma
informacéo semiquantitativa, pois o desenvolvimento de cor sera proporcional aos
precipitados de todos os elementos que podem ocorrer nas condi¢des citadas.
Deste modo, esses testes apresentam baixa sensibilidade e ndo sédo especificos,
em funcdo de ndo informarem qual elemento estd contribuindo com o
desenvolvimento da cor nem a concentracdo individual destes interferentes.’
Além do mais, existe uma dependéncia da acuidade visual do operador, pois a
deteccdo é feita por comparacdo direta com uma solucdo de referéncia de
chumbo, uma vez que, a comparacdo visual pode ser influenciada por erros do
operador ou mesmo pela luminosidade do ambiente. Este ensaio descrito nas
farmacopéias € especifico somente para o grupo de elementos citados
anteriormente. Outros elementos importantes sob o aspecto toxicoldgico, como é
0 caso do cromo, ndo respondem a este teste. Além do mais, 0s reagentes
tioacetamina e sulfeto de hidrogénio sdo téxicos e instaveis, devendo ser

preparados no dia em que sera feita a analise.*

! NAGESWARA RAO, R.; KUMAR TALLURI, M. V. N.; J. Pharm. Biomed. Anal. 43 (2007) 1-13.
2 EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4th Edition, Council of Europe, Strasbourg, Franga, 2004.

® UNITED STATES PHARMACOPEIA 30, USP Convention Inc., Rockville, MD, USA, 2007.

* BOLZAN et.al.; Talanta 74 (2007) 119-124.
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Em virtude da baixa seletividade e sensibilidade dos métodos oficiais, de
impurezas inorganicas em medicamentos, é de grande importancia o
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacédo de metais, em baixa
concentragdo, para garantir a seguranca dos medicamentos para 0 consumo
humano. Muitos artigos relatam a utilizacdo de técnicas instrumentais para o
controle de qualidade de medicamentos.>*® Entre as técnicas utilizadas no
controle de impurezas em medicamentos estd a espectrometria de absorcdo
atdmica com forno de grafite (GF AAS), a qual apresenta elevada sensibilidade. A
aplicacdo convencional desta técnica, geralmente, requer o preparo da amostra, o
gual pode envolver o processo de decomposicédo ou diluicdo da amostra em um
solvente.” A amostragem direta de sélidos empregando a espectrometria de
absorcao atbmica com forno de grafite (DSS-GF AAS) € uma boa alternativa na
determinacdo de metais, principalmente quando estes encontram-se em baixa
concentracdo, ou quando a amostra for de dificil decomposicdo.? Além do baixo
limite de detecc¢do, esta técnica apresenta vantagens como menor risco de perda
de analito e de contaminacdo da amostra, e baixo consumo de reagentes
t6xicos.’

Segundo a UNICEF™ a deficiéncia de micronutrientes é o maior problema
de saude publica do mundo, afetando mais de dois bilhdes de pessoas. Este fato
estd relacionado principalmente a deficiéncia de vitaminas e minerais,
especialmente vitamina A, iodo, ferro e zinco.'® Este problema justifica o grande
desenvolvimento de compostos para suprir os diferentes tipos de caréncia e o
grande consumo de suplementos alimentares por pessoas em todo o0 mundo. Um
estudo realizado na Coreia demonstrou que o consumo de suplementos
alimentares estd aumentando. Neste estudo foram investigados 972
adolescentes, destes, 31% consumiam algum tipo de suplemento.*

O ferro aminoacido quelato € um composto que apresenta um aminoacido

guelado, formado pela ligacdo de trés moléculas de glicina a um ion ferro (llI),

! NAGESWARA RAO, R.; KUMAR TALLURI, M. V. N.; J. Pharm. Biomed. Anal. 43 (2007) 1-13.

® MARGUI et.al.; J. Anal. At. Spectrom. 24 (2009) 1253-1257.

® KELKO-LEVAI, A.; VARGA, |.; ZIH-PERENYI, K.; LASZTITY, A.; Spectrochim. Acta Part B 54 (1999) 827-833.
" CHUANG et.al.; Biol. Trace Elem. Res. 76 (2000) 235-244.

® DONG, H.M.; KRIVAN, V.; WELZ, B.; SCHLEMMER, G.; Spectrochim. Acta Part B 52 (1997) 1747.

® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.

© UNICEF/WHO/ WFP; (2007) 1-2.

' KIM, S. H.; HAN, J. H.; KEEN, C. L.; Nutrition 17 (2001) 373-380.



Introducéo 3

utilizado para a prevencdo e tratamento da anemia ferropriva. Este composto
apresenta em torno de 19% de ferro em sua constituicdo e é utlizado em
preparacgdes infantis, xaropes e suspensdes, ou ainda pode ser adicionado a
alimentos como fortificante de ferro.”> Tendo em vista a importancia, a
aplicabilidade e, consequentemente, a ampla utlizagdo deste produto
farmacéutico, torna-se relevante a determinacédo de impurezas que possam estar
presentes no medicamento.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um
procedimento por DSS-GF AAS para a determinacéo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e
Sb em ferro aminoacido quelatos. Os resultados da concentracdo dos analitos
obtidos pelo procedimento proposto foram comparados com os obtidos por
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES), por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS) e por analise de ativacao neutronica (NAA).

12 http:/iwww.albitech.com.br/farmacias.php



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Impurezas em produtos farmacéuticos

A qualidade dos produtos farmacéuticos € muito importante para garantir a
sua eficacia. As exigéncias de qualidade em relagcdo ao principio ativo e ao
conteldo das matérias-primas utilizadas na obtencdo dos medicamentos estao
descritas na maioria das farmacopéias.>*'® Estas descrevem testes para a
identificacdo, o doseamento e a pureza para cada produto farmacéutico que,
normalmente, utilizam métodos seletivos (por exemplo, cromatografia a liquido de
alta eficiéncia - HPLC) e métodos néo seletivos como titrimetria ou espectrometria
molecular (regido visivel - VIS e ultravioleta - UV). No entanto, nas ultimas
décadas, esta diminuindo a utilizacdo de métodos nao seletivos na caracterizacao
dos produtos farmacéuticos, pois novos métodos cromatograficos e
espectroscopicos estdo sendo desenvolvidos, os quais permitem a identificacéo e
guantificacdo do principio ativo, como também das impurezas individuais que
possam estar presentes no medicamento.’* A determinacdo de impurezas em
produtos farmacéuticos € um importante ensaio para garantir a qualidade e a
seguranca dos mesmos. Essa importancia pode ser evidenciada pela publicacao,
em um periodo de tempo relativamente curto, de diversos livros e diversos artigos
sobre este assunto.'** A autorizacdo de um farmaco para consumo humano é
feita apos o estabelecimento do perfil farmacoldgico, toxicolégico e clinico do
medicamento. Através destes, as autoridades regulatérias avaliam efeitos
benéficos e adversos para o organismo e, com base no risco/beneficio, tomam a
decisdo de liberd-lo ou ndo. Os efeitos adversos de um medicamento
normalmente ocorrem devido a propriedades toxicolégicas inerente dos

medicamentos e as impurezas que possam estar presentes no mesmo.**

2 EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4th Edition, Council of Europe, Strasbourg, Franga, 2004.

® UNITED STATES PHARMACOPEIA 30, USP Convention Inc., Rockville, MD, USA, 2007

* FARMACOPEIA BRASILEIRA, 42 Edic&o, Parte |, Atheneu Editora S&o Paulo Ltda, 1988.

1 GOROG, S.; Trends Anal. Chem. 25 (2006) 755-757.

5 GOROG, S.; Identification and Determination of Impurities in Drugs, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 2000.

18 AHUJA, S.; Impurities Evaluation of Pharmaceuticals, Marcel Dekker, New York, USA, 1998.

7 AHUJA, S.; ALSANTE, K.; M.; Handbook of Isolation and Characterization of Impurities in Pharmaceuticals, Academic
Press-Elsevier, New York, USA, 2003.

8 SZANTAY, Jr. C.; BENI, Z.; BALOGH, G.; GATI, T.; Trends Anal. Chem. 25 (2006) 806-820.

¥ GOROG, S.; et. al.; Talanta 44 (1997) 1517-1526.
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Deste modo, impureza farmacéutica pode ser definida como qualquer
componente que esteja presente na formulagdo do farmaco, além da substancia
ativa e dos incipientes.?’ Como essas impurezas dependem de muitos fatores
como a rota  sintética, condi¢des reacionais, armazenamento,
gualidade da matéria-prima, solventes utilizados durante a sintese, etapa de
purificacdo e condi¢cbes de cristalizacdo, o efeito colateral do medicamento pode
ser irreprodutivel, influenciando a qualidade e a eficacia do farmaco. Assim, a
estimativa de impurezas presentes em produtos farmacéuticos e limites rigidos de
impurezas fixados por agéncias reguladoras podem minimizar esse risco,** além
de fornecerem meios para as autoridades reguladoras de medicamentos e para
as industrias farmacéuticas sobre a qualidade da matéria-prima e sobre o
processo de obtencéo do farmaco, que podem indicar a fonte de contaminacéo e
deste modo, minimizar ou evitar estas.'*?

Além disso, como existem varias possibilidades de sintetizar um farmaco, o
mesmo produto proveniente de fornecedores diferentes, obtido por maneiras
diferentes, pode conter distintas impurezas.?* Nos trabalhos descritos por Lehr et.
al.?® e Wirth et. al.** foram verificados diversas impurezas no mesmo medicamento
proveniente de distintos fornecedores e obtidos por processos diferentes.

As impurezas presentes em medicamentos, normalmente, sdo de origem
organica, inorganica e de residuo de solvente.'® As impurezas inorganicas
normalmente sdo provenientes do processo de obtencdo do farmaco. Entre as
principais fontes destas impurezas estéo os reagentes, catalisadores, recipientes,
exposicao a particulas da atmosfera e equipamentos em geral, utilizados durante
a sintese dos produtos farmacéuticos. A qualidade das matérias-primas e a
estocagem dos produtos farmacéuticos também podem ser fontes de
contaminacdo de metais pesados.”® Estas impurezas sdo identificadas e
guantificadas por ensaios nao seletivos, como o teste limite para metais pesados,

descrito na maioria das farmacopéias, que € baseado na precipitacdo do sulfeto

“ GOROG, S.; Trends Anal. Chem. 25 (2006) 755-757.

2 pharmaceutical impurities: Analytical, toxicological and regulatory perspectives, Adv. Drug Delivery Rev. 59 (2007) 1-2.
2 GOROG, S.; Trends Anal. Chem. 22 (2003) 407-415.

2 NAGESWARA RAO, R.; NAGARAJU, V.; J. Pharm. Biomed. Anal. 33 (2003) 335-377.

% | EHR et.al.; J. Pharm. Biomed. Anal 19 (1999) 373-389.

2 WIRTH et.al.; Chromatographia 46 (1997) 511-523.

¥ GOROG, S.; et. al.; Talanta 44 (1997) 1517-1526.
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metalico que fornece informag¢éo sobre um grupo de metais, denominado metais

pesados.?

2.2 Toxicidade de metais pesados

Entre os elementos considerados metais pesados, alguns possuem
atividades bioldgicas essenciais para o funcionamento do corpo humano. Entre
estes elementos estdo o cobre, zinco, ferro, manganés, cromo, selénio, vanadio,
cobalto entre outros.?®?° No entanto, se estes elementos ultrapassarem a faixa
6tima de concentracdo, tornam-se toxicos para o organismo. O intervalo entre
caréncia e toxicidade dos elementos considerados essenciais, varia de elemento
para elemento, dependendo da sua natureza e da funcao fisiolégica que possuem
no organismo. Para determinados elementos, esta faixa pode ser relativamente
ampla, onde variacdes significativas ndo provocam problemas aparentes (como é
0 caso do ferro). Entretanto para outros elementos, como o cromo, esta faixa é
reduzida, onde um pequeno acréscimo na sua concentracdo no organismo pode
provocar um quadro de sintomas téxicos.?’

Muitos metais pesados ndo possuem atividade biolégica conhecida, como
antimonio, arsénio, niquel, estanho e tungsténio. Outros elementos, como
chumbo, cadmio, mercurio apresentam toxicidade mesmo quando presentes em
baixas concentracdes. Estudos epidemiolégicos indicam uma relacdo entre
cancer de pele e a exposicao severa a compostos inorganicos de arsénio através
de medicacdo prolongada, agua contaminada ou exposicdo ocupacional. O
chumbo também esta relacionado ao surgimento de cancer, principalmente nos
pulmbes. Além do mais, a presenca deste elemento pode provocar diversas

alteracdes bioquimicas deletérias no organismo humano.?®

2 EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4th Edition, Council of Europe, Strasbourg, Franga, 2004.

% SEILER, H. G.; SINGEL, A.; SINGEL, H.; Handbook on Metals in Clinical and analytical Chemistry Marcel Dekker INC.,
New York, NY, 1994.

% NEVE, J.; CHAPPUIS, P.; LAMAND, M.; Therapeutic Uses of Trace Element, Plenum Press Inc., New York, NY, 1996.

? FLORES, E. M. M.; BITTENCOURT, C. F.; LAPORTA, L. V.; BARIN, J. S.; Pharm. Tech. 4 (2000) 9-13.

*® LARINI, L.; Toxicologia, Editora Manole Ltda, S&o Paulo, SP, 1997.
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2.3 Metais pesados em produtos farmacéuticos

Entre as definicbes encontradas na literatura para metais pesados, a
descrita por Hawkes?® contempla muitos elementos desconsiderados em outras
classificacoes. Segundo esta definicdo, metais pesados sdo 0s elementos
contidos nos grupos de 2 a 16 no periodo 4 e sucessivos. Esta definicdo apesar
de muito abrangente, exclui o aluminio, elemento que apresenta grande
toxicidade, considera metais pesados alguns semimetais como germanio, arsénio,
antiménio e teldrio e inclui selénio que € um n&o metal.

O monitoramento de metais pesados nas diferentes etapas de producéo do
medicamento, bem como no produto final € uma importante atividade nas
industrias farmacéuticas para garantir a qualidade do medicamento e a seguranca
do consumidor, pois alguns elementos metalicos apresentam alta toxicidade,
mesmo presentes em baixas concentracbes e podem também, influenciar na
estabilidade do medicamento,® além de interagir com determinadas substancias,
podendo assim, alterar aspectos farmacocinéticos, principalmente de
medicamentos administrados por via oral, tais como tetraciclinas®, levodopa™,
penicilinas® e norfloxaxina®, medicamentos que apresentam diminuicdo na
absorcdo do principio ativo quando consumidos juntamente com produtos
contendo fons metalicos divalentes e trivalentes.?’

A importancia do desenvolvimento de metodologias para a quantificacao
de metais presentes como impureza em produtos farmacéuticos pode ser
demonstrada pelos diversos trabalhos sobre este assunto publicados nos ultimos
anos. Bolzan et. al.* desenvolveram um procedimento utilizando a amostragem
direta de solidos por espectrometria de absor¢cdo atbmica com forno de grafite
(DSS-AAS GF) para a determinacdo de Cr em amostras de sulfato de béario,
composto utilizado como contrastante radioldgico de dificil decomposicdo. A
concentracdo de cromo encontrada variou de 0,45 a 1,06 pg g*. Margui et. al.”

propuseram um procedimento para determinacéo de Cr, Fe, Ni e Zn em principios

2 HAWKES, S. J.; J. Chem. 74 (1997) 1374.

® KELKO-LEVAL A.; VARGA, |.; ZIH-PERENYI, K.; LASZTITY, A.; Spectrochim. Acta Part B 54 (1999) 827-833.
% NEURONEN, P. J.; J.Drugs 11 (1976) 45-54.

%L CAMPBELL, N. R. C.; HASINOFF, B.; Clin. Pharmacolo.Ther. 45 (1989) 220-225.

%2 OSMAN et.al.; Clin. Pharmacolo.Ther. 45 (1983) 465-470.

>’ FLORES, E. M. M.; BITTENCOURT, C. F.; LAPORTA, L. V.; BARIN, J. S.; Pharm. Tech. 4 (2000) 9-13.

* BOLZAN et.al.; Talanta 74 (2007) 119-124.

® MARGUI et.al.; J. Anal. At. Spectrom. 24 (2009) 1253-1257.
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ativos farmacéuticos através da espectrometria de fluorescéncia de raios-X com
dispersdo em comprimento de onda (WDXRF). No trabalho proposto por Kelké-
lévai® foram determinados Cd, Co, Ni e Pb em amostras de aclcares, sorbitol,
manitol, paracetamol, amidopirina, hidrato de cloral. Chuan et. al.” desenvolveram
uma metodologia para a determinacdo de Pb, Cd, As, Hg, Cu, Co e Mn em
diversas plantas medicinais chinesas utlizando diferentes técnicas
espectrométricas (espectrometria de absor¢cdo atdmica com chama - F AAS;
espectrometria de absorcdo atdbmica com forno de grafite - GF AAS;
espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de hidretos - HG AAS;
espectrometria de absorcdo atdmica com geracdo de vapor frio - CV AAS). A
concentracdo de Pb nas diferentes plantas medicinais variou de 0,2 a 32,9 ug g™,
de Cd de 0,01 a 0,31 pg g, de Hg entre 0,01 a 0,27 pug g e a concentracdo de
Mn encontrada foi entre 24,8 a 665,6 ug g™.

Varios metais foram determinados em diferentes tipos de antibiéticos por
amostragem direta de suspensdes, utilizando um sistema de nebulizacdo de um
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES).* Stoica et. al.** determinaram a concentracdo de cobalto em complexos
vitaminicos por diferentes técnicas (F AAS, GF AAS, ICP OES e voltametria
adsortiva de redissolugcdo - AdSV). As amostras foram digeridas com 6 mL de
HNO3; em sistema fechado assistida por radiacdo microondas. A validacdo do
método foi feita adicionando-se aliquotas com concentracdo conhecida do analito
por meio de solucdes de referéncia. Os elementos Pd e Fe foram determinados
em amostras de methotrexate no trabalho proposto por Nielel4 et. al.*> O método
foi baseado na decomposicdo das amostras em sistema fechado com
aquecimento por microondas e posterior determinacdo por GF AAS e por
espectrometria de emisséo 6ptica com plasma de corrente direta (DCP-OES), os
resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos por espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Lasztiitya et. al.*

determinaram platina, rédio e paladio em diferentes produtos farmacéuticos por

® KELKO-LEVAI, A.; VARGA, |.; ZIH-PERENYI, K.; LASZTITY, A.; Spectrochim. Acta Part B 54 (1999) 827-833.
" CHUANG et.al.; Biol. Trace Elem. Res. 76 (2000) 235-244.

# ZACHARIADIS, G. A.; MICHOS, C. E.; J. Pharm. Biomed. Anal. 43 (2007) 951-958.

* STOICA, A-l.; PELTEA, M.; BAIULESCUA, G.-E.; IONICAB M.; J. Pharm. Biomed. Anal. 36 (2004) 653-656.
® NIEMELA, M.; KOLA, H.; EILOLA, K.; PERAMAKI, P.; J. Pharm. Biomed. Anal. 35 (2004) 433-439.

% LASZTITYA et.al.; Microchem. J. 73 (2002) 59-63.
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ICP-MS. A concentracdo de Pd nas amostras de maleato de enalapril foi 77 ng g’
! de platina em folinato de célcio foi 2360 ng g e de rédio nas amostras de
levodopa foi 27 ng g™*. O limite de deteccao obtido foi 15; 2,8 e 2,5 ng g™ para Pd
em maleato de enalapril, Pt em folinato de célcio e Rh em levodopa,
respectivamente. No trabalho proposto por Bourgoin et. al.®’ foram determinados
Cd e Pb em suplementos de célcio usando ICP-MS, F AAS, GF AAS e voltametria
de redissolucdo anddica (ASV). Os valores de concentracdo obtidos pelas
diferentes técnicas ndo apresentaram diferencas significativas. O LD para Cd foi
0,010, 0,024, 0,006 e 0,035 pg g* para ICP-MS, ASV, GF AAS e F AAS,
respectivamente. Para chumbo o LD foi 0,010; 0,120; 0,120 e 0,5 pg g™ para ICP-
MS, ASV, GF AAS e F AAS, respectivamente. Scelo e Flegal®® determinaram Cd
em amostras de antiacidos e suplementos de calcio empregando ICP-MS. O limite
de quantificac&o obtido foi de 0,06 ug g™.

Os elementos As, Cd, Hg e Pd foram determinados em suplementos
dietéticos empregando ICP-MS. A concentracdo de arsénio encontrada nas
amostras de suplemento variou de 5 a 3770 ug kg™*; cadmio de 10 a 368 pg kg™;
mercurio de 80 a 16800 pug kg™ e chumbo de 20 a 48000 ug kg™.** Os autores Wu
et. al.** desenvolveram uma metodologia para a quantificacdo de As e Hg em
produtos da medicina chinesa por ICP-MS. Os resultados obtidos foram
comparados com o0s obtidos por espectrometria de fluorescéncia atbmica com

geracao de hidretos.

2.4. Métodos oficiais para controle de metais pesados em produtos
farmacéuticos

As farmacopéias americana (United States Pharmacopeia, USP) e
européia (European Pharmacopeia, EP), mencionam a exigéncia de testes limites
para metais pesados para diversas matérias-primas e produtos farmacéuticos
acabados. Alguns testes sdo exclusivos para determinados produtos

farmacéuticos e para determinados elementos, como chumbo, mercurio, niquel e

5" BOURGOIN et. al.; Analyst 117 (1992) 19-22.
% SCELFO, M.; FLEGAL, A. R.; Environ. Health. Persp. 108 (2000) 309-313.
% DOLAN, S. P.; NORTRUP, D. A.; BOLGER, P. M.; CAPAR, S. G.; J. Agric. Food Chem. 51 (2003) 1307-1312.

““WU et. al.; Anal. Chim. Acta 453 (2002) 311-323.
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arsénio. No entanto, a grande maioria das farmacopéias recomenda um teste
para um grupo de metais pesados, ao inveés de testes especificos para cada
elemento. Estes testes empregam solugcdes de sulfeto de hidrogénio, as quais
produzem precitados coloridos com os metais que podem estar presentes nos
produtos farmacéuticos. A deteccdo € feita por comparacdo visual com uma
solucao de referéncia de chumbo.??

2.4.1. Teste limite para metais pesados nas farmacopéias

Historicamente, o0s ensaios de caracterizacdo e especificacdo dos
ingredientes ativos dos produtos farmacéuticos sdo acompanhados de testes para
metais pesados, baseados em compéndios oficiais. Estes testes foram incluidos
para assegurar que impurezas inorganicas nao relacionadas ao processo fossem
incorporadas ao farmaco em alguma etapa do processo de producdo do produto.
Os testes oficiais para a determinacdo de metais pesados descritos na
Farmacopéia dos Estados Unidos (USP), Farmacopéia Britanica (BP),
Farmacopéia Japonesa (JP) e Farmacopéia Européia (EP) sdo baseados na
reacao de determinados metais com o ion sulfeto, proveniente da tioacetamida ou
sulfeto de hidrogénio. A reacao produz precipitados coloridos cuja intensidade é
avaliada, normalmente, por comparacao visual com uma solucéo de referéncia de
chumbo de concentracédo conhecida. O teste é recomendado para a determinacao
conjunta de As, Ag, Bi, Cd, Cu, Hg, Mo, Pb, Sb e Sn.**

Estes testes gerais foram recomendados ha mais de 70 anos,
possivelmente visando uma rapida identificacdo da qualidade do produto,
possibilitando aos laboratérios de pequeno porte o controle da matéria-prima ou
de produtos acabados. Na época, as técnicas instrumentais hoje empregadas de
forma rotineira, encontravam-se em desenvolvimento. Os equipamentos possuiam
elevado custo, ndo estavam facilmente disponiveis para laboratérios fora de
paises industrializados e necessitavam de analistas treinados para a operacao, o
gue também ndo se dispunha na época. Além do mais, 0s niveis maximos de

concentracdo de metais tolerados na época e a escassez de conhecimentos

2 EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4th Edition, Council of Europe, Strasbourg, Franga, 2004.
® UNITED STATES PHARMACOPEIA 30, USP Convention Inc., Rockville, MD, USA, 2007.
*LEWEN, N.; MATHEW, S.; SCHENKENBERGER, M.; RAGLIONE, T.; J. Pharm. Biomed. Anal. 35 (2004) 739-752.
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acerca da influéncia de metais pesados, serviram como o subsidio para a
proposicéo dos testes baseados na formacao de sulfetos metalicos.?’

Esses testes normalmente exigem uma quantidade relativamente grande
de amostra (em torno de 1g) para o analito poder ser detectado na concentracao
g g*, o que poderia limitar a aplicacdo destes testes nas fases iniciais do
desenvolvimento dos medicamentos. Muitas vezes, estes testes requerem uma
etapa de aquecimento ou decomposi¢ao por via seca da amostra, nas quais, pode
ocorrer a perda de elementos volateis.**

Um comité sobre a “Harmonizagdao dos procedimentos dos ensaios para
metais pesados” da USP, EP e JP, reconheceu algumas falhas nos testes oficiais,
e declarou que cerca de 50% dos metais podem ser perdidos durante o processo
de decomposicao por via seca. A perda dos metais € provavelmente dependente
da matriz e em funcédo da grande manipulacéo da amostra, onde as recuperacdes
podem variar significativamente entre analistas diferentes.** Desde modo, a perda
de metais durante o processo de decomposi¢ao por via seca torna a veracidade
dos resultados obtidos com os testes baseados nas USP, JP e EP
questionaveis.*?

As dificuldades de obter um resultado seguro e reprodutivel utilizando
esses testes, ndo estao limitadas somente a etapa de aquecimento e formacéo do
sulfeto metélico. O teste depende da acuidade visual do operador, que é sujeita a
variacfes devido ao grau de luminosidade do ambiente, pois a deteccao € feita
por comparac&o visual entre a amostra e a solucdo de referéncia de chumbo.**#’

O teste fornece apenas uma informacao qualitativa da concentracdo de
alguns elementos, pois o0 desenvolvimento da cor sera proporcional a soma dos
precipitados metalicos que podem estar presentes no produto farmacéutico, sem
a informacdo de qual elemento especifico pode estar contribuindo com o
desenvolvimento da cor. Esta informacédo € limitada, pois se apenas cobre ou
chumbo estiverem presentes como contaminantes em niveis que atinjam o limite,

0 teste apenas apontara um resultado, apesar da toxicidade dos elementos

2 FLORES, E. M. M.; BITTENCOURT, C. F.; LAPORTA, L. V.; BARIN, J. S.; Pharm. Tech. 4 (2000) 9-13.

“LEWEN, N.; MATHEW, S.; SCHENKENBERGER, M.; RAGLIONE, T.; J. Pharm. Biomed. Anal. 35 (2004) 739-752.
“2 BLAKE, K.; Pharm. Forum 21 (1995) 1632-1637.

“ LEWEN, N.; MATHEW, S.; SCHENKENBERGER, M.; RAGLIONE, T.; J. Pharm. Biomed. Anal. 35 (2004) 739-752.
2 FLORES, E. M. M.; BITTENCOURT, C. F.; LAPORTA, L. V.; BARIN, J. S.; Pharm. Tech. 4 (2000) 9-13.
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citados como exemplo ser muito diferente. Aléem disso, o conhecimento da
concentragdo individual dos elementos suspeitos de estarem presentes como
contaminantes fornece aspectos importantes, como procedéncia da matéria-
prima, possibilidade de contaminacdo em outras partes da sintese, como
maquinario, entre outros.?’

Outra desvantagem deste método estd relacionada ao precipitado de
chumbo, utilizado como solugéo de referéncia para comparacdo, que possui
coloragao preta, enquanto que o sulfeto de bismuto € marrom e os sulfetos de As,
Cd e Sb sao amarelos ou alaranjados. A deteccédo destes elementos, se estes
estiverem presentes na amostra, pode ser prejudicada durante a comparacéo
entre a amostra e a solugdo de referéncia de chumbo, onde concentracbes
relativamente elevadas destes elementos poderiam néo ser detectadas.?’

A deteccdo de metais pelo teste farmacopéico é restrita aos elementos que
formam precipitados com as solugdes de tioacetamida ou sulfeto de hidrogénio.
Alguns elementos importantes do ponto de vista toxicologico ou nutricional, como
Cr, W, Se, V, Pd e Ti ndo formam precitados com essas solucdes, sendo que
outros elementos como Tl e Mn ndo formam precipitados com essas solucdes
com grande facilidade. O teste apresenta resultados ideais para a deteccao de
elementos em determinados estados de oxidacdo e solvatados. No entanto,
elementos como mercurio, estanho, arsénio e selénio podem ser encontrados
como espécies alquiladas, dificultando assim sua deteccdo. Além disso, os testes
estdo sujeitos a interferéncias e 0s reagentes (tioacetamida e sulfeto de
hidrogénio) apresentam grande toxicidade e instabilidade, devendo ser
preparados no dia da determinacdo.?’” Adicionalmente, ndo sdo descritos
procedimento importantes para a limpeza e descontaminacdo do material
utilizado.?’

Trabalhos publicados recentemente demonstram pequena recuperacao de
metais pesados empregando o teste limite para metais pesados descrito na

|.4l

maioria das farmacopéias. Lewen et. al.”" avaliaram a recuperacdo dos metais

7 FLORES, E. M. M.; BITTENCOURT, C. F.; LAPORTA, L. V.; BARIN, J. S.; Pharm. Tech. 4 (2000) 9-13.
*LEWEN, N.; MATHEW, S.; SCHENKENBERGER, M.; RAGLIONE, T.; J. Pharm. Biomed. Anal. 35 (2004) 739-752.



Revisdo da Literatura 13

pesados em 9 substancias farmacéuticas empregando o teste limite de metais
pesados descrito na USP. Para isto, foram adicionados 14 elementos (As, Se, Mo,
Ru, Pd, Pb, Cd, In, Sn, Sb, Pt, Hg, Bi e Ag) nas substancias, cuja concentragao
para cada elemento foi de 10 pg g™, totalizando 140 ug g™* de metais pesados. Os
resultados obtidos para a concentracdo de metais pesados nas amostras
empregando o teste baseado na formacdo de precipitacdo de sulfetos metalicos
foi inferior a 80 pg g, onde uma amostra apresentou uma recuperacdo de metais
pesados entre 60 e 80 pg g, e as demais amostras apresentaram uma
recuperacdo entre 40 e 60 ng g*. Para verificar a perda de elementos volateis
durante a etapa de decomposi¢cdo em forno tipo mufla, os autores determinaram a
concentragdo dos analitos nessas amostras decompostas, por ICP-MS. Os
resultados indicaram que as recuperacdes para Se, Sn, Sb, Ru e Hg foram
inferiores a 10%. Entretanto, para Pb, As, Cd, Mo, Pd, Pt e In as recuperacdes
ficaram entre 30 e 50%. Contudo, a prata foi o Unico elemento em que a
recuperacado foi proxima de 100%. Os autores acredicatam que as perdas dos
elementos volateis ocorreram devido as temperaturas altas empregadas na mufla
(500 a 600 °C).

Barin®® avaliou o desempenho dos métodos farmacopéicos de preparo de
amostras e de determinacdo de metais pesados utilizando farmacos triciclicos
(carbamazepina, cloridrato de amitriptilina e cloridrato de imipramina). Segundo o
autor, os métodos farmacopéicos mostraram-se inadequados tanto para o preparo
guanto para a determinacéo de metais pesados. Na decomposi¢cdo em forno tipo
mufla varios elementos foram perdidos por volatilizagdo, enquanto que na
decomposicédo por via umida esta foi incompleta. Ja nos ensaios de determinacao
de metais pesados por precipitacdo com ion sulfeto, resultados satisfatorios para
solucdes analiticas de Ag, As, Bi, Cd, Cu, Hg, Mo, Pb, Sb e Sn foram encontrados
apenas para Ag e Pb. A determinacdo de metais pesados foi avaliada e novos
métodos de preparo de amostras em sistema fechado e determinacédo de metais
pesados por espectrometria atbmica foram propostos como alternativa.

Cabe ressaltar que as técnicas e os limites para controle de metais

pesados em produtos farmacéuticos ndo foram aperfeicoados todos da mesma

“ BARIN, J. S., Dissertagéo de mestrado, PPGCTF, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria-RS, 2003.
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forma, mesmo que algumas monografias publicadas nas ultimas edi¢cbes das
farmacopéias recomendem a utilizacdo da técnica de espectrometria atbmica.
Outro fator extremamente importante € que mesmo com os testes limites
apresentando uma série de inconvenientes, alguns produtos muito utilizados,
como vitaminas, anfetaminas, fortificantes, hormonios diversos e alguns
antidepressivos e antibiéticos ndo possuem nenhum controle de metais
pesados.?’

Tendo em vista a baixa seletividade e sensibilidade, em muitos casos,
estes testes limites ndo sdo considerados adequados para a determinacédo de
impurezas inorganicas presentes em baixas concentracdes, onde técnicas
instrumentais podem ser mais eficientes no controle de qualidade dos produtos

farmacéuticos.

2.5. Ferro tris-glicina quelato

O ferro tris-glicina quelato é um composto de coloracdo vermelha, formado
por um ion de Fe (Ill) ligado covalentemente a trés moléculas de glicina (Figura 1).
Este composto apresenta em torno de 19% de ferro em sua constituicdo e é
utilizado em preparacdes infantis, xaropes e suspensfes, ou ainda pode ser
adicionado & alimentos no tratamento da anemia ferropriva.*®> Este composto
apresenta baixa solubilidade em agua.

N&o ha descricdo de métodos analiticos em compéndios oficiais para o

controle de qualidade do ferro tris-glicina quelato em formas farmacéuticas.

2 FLORES, E. M. M.; BITTENCOURT, C. F.; LAPORTA, L. V.; BARIN, J. S.; Pharm. Tech. 4 (2000) 9-13.
12 http:/iwww.albitech.com.br/farmacias.php
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Figura 1. Estrutura do ferro tris-glicina quelato.

A anemia ferropriva € uma doenca provocada pelo desequilibrio no balanco
entre a quantidade de ferro biodisponivel absorvida pela dieta e a necessidade do
organismo por este elemento, ou seja, quando o suprimento de ferro é insuficinte
para a sintese de componentes que dependem deste mineral.** A Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) estima que 1,62 bilhdes de pessoas, 24,8% da
populacdo mundial possuem anemia e, aproximadamente, 50% do total é
atribuida a deficiéncia de ferro. Esta proporcdo pode variar entre grupos de
populacdo e em diferentes areas, de acordo com as condicdes locais.*

A suplementacdo medicamentosa com sais de ferro tem sido amplamente
utilizada, tanto na forma curativa (grupos com deficiéncia de ferro) como
profilatica (direcionada a grupos de risco).*® Muitos produtos farmacéuticos que
contém compostos de ferro podem ser utilizados no tratamento da anemia. No
entanto, muitos destes produtos, como o sulfato ferroso, possuem efeitos
colaterais como dores intestinais, nauseas, vomito, diarréia e presenca de gosto
metdalico. Muitos destes efeitos diminuem a absorcdo e a aceitacdo destes
medicamentos, principalmente, por criancas.*’ Os quelatos de ferro estdo sendo
muito utilizados, principalmente por apresentarem menos efeitos colaterais e

maiores biodisponibilidade do ferro. Entre esses quelatos, esta o ferro tris-glicina

* COOK, J. D.; Food Technology, 198 (1983) 124-126.

> Worldwide prevalence of anaemia 1993-2005: WHO global database on anaemia/Edited by Bruno de Benoist, Erin
McLean, Ines Egli and Mary Cogswel.

“® DEMAEYER, E. M.; Preventing and controlling iron deficiency anemia through primary health care, World Health
Organization, Geneva, 1989.

" MOYA, A.; ARDON, S. J. S.; Revista Médica de los Post Drados de medicina 11 (2008) 42-48.
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guelato. O grande diferencial deste quelato em relagdo aos demais é a auséncia
do sabor metélico, que segundo a Albion,*® esta relacionado com o estado de
oxidagcao do metal empregado no composto, uma vez que o suplemento contendo

Fe** ndo apresenta gosto metalico, diferentemente do composto com Fe?*.

2.6. Controle de metais pesados por espectrometria de absorcao atdbmica

As técnicas de espectrometria de absorcao atbmica, com suas respectivas
variantes (F AAS, GF AAS, HG AAS, CV AAS) sao atraentes para o controle de
gualidade rotineiro de metais pesados em matéria-prima e produtos farmacéuticos
em geral, pois apresentam vantagens como facilidade de processamento de
elevado numero de amostras, sensibilidade, possibilidade de determinacédo de
varios elementos, reprodutibilidade e repetibilidade superiores a 95%, rapidez,
custo moderado e treinamento técnico relativamente rapido. Além disso, as
principais interferéncias em relacéo a esta técnica ja estdo bem estabelecidas.?’

A escolha da téncica ideal para a determinacdo de metais vai depender do
tipo de amostra, do elemento de interesse e da concentracdo do(s) analito(s)
presente(s) na amostra. A técnica F AAS é empreganda quando se deseja
guantificar elementos que estejam presentes em concentracées mais elevadas,
na ordem de mg L™. Esta técnica permite determinar cerca de 70 elementos. A
HG AAS é uma técnica que apresenta elevada sensibilidade, no entanto, sua
aplicacao é restrita aos elementos que formam hidretos volateis, como As, Bi, Ge,
In, Pb, Sb, Se, Sn e Te. A técnica CV AAS é empregada na determinacédo de
mercurio. A GF AAS possui grandes aplicacdes na determinacdo de impurezas
inorganicas em niveis de (ug L™?), pois possui elevada sensibilidade e possibilita a
introducéo direta de amostras no interior do atomizador. Essa vantagem é muito
importante na determinacdo de analitos em amostras de dificil decomposicdo ou
na determinac&o de elementos presentes em baixas concentracées.*’

Atualmente, muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos utilizando a
técnica de espectrometria atbmica com o objetuvo de produzir métodos mais

adequados para o controle de qualidade de produtos farmacéuticos. Jia et. al.”®

8 A Compilation of Vital Research Updates on Human Nutrition, Research Notes, Albion Human Nutrition 14 (2005) 1-4.
“ FLORES, E. M. M.; BITTENCOURT, C. F.; LAPORTA, L. V.; BARIN, J. S.; Pharm. Tech. 4 (2000) 9-13.

“VALE, M. G. R.; OLESZCZUK, N.; SANTOS, W. N. L.; Appl. Spectrosc. Rev. 41(2006) 377—400.

% JIA et. al.; J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2005) 43 — 47.
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desenvolveram uma metodologia para a determinacdo de ruténio em sais de
diisopropanolamina ou trimetilglicina e em solugbes destes sais, sendo a
determinacdo de ruténio feita por um equipamento de GF AAS. Chumbo foi
determinado em 100 diferentes tipos de ervas medicinais, disponiveis em
variadas formas (pilulas, cédpsulas e saché) de grande consumo na Malasia
utilizando um equipamento de F AAS. Neste estudo foi verificado que 8% das
ervas medicinais analisadas apresentaram concentragdes entre 10,64 e 20,72 ug
L5 Mattos et. al.? propuseram uma metodologia para a determinacdo de
chumbo por GF AAS em suplementos de calcio (carbonato de célcio, dolomita e
concha de ostra). A técnica GF AAS também foi utilizada por Jia et. al.”® para a
determinacdo de paladdio em produtos farmacéuticos. Os autores verificaram a
possibilidade da determinacdo de Pd em diferentes solventes, como acetonitrila,
acetonitrila e agua, dimetil sulfoxido, dimetil sulfoxido e 4gua. Gomes et. al.>*
determinaram diversos metais em folhas, flores, chas e capsulas provenientes da
Hypericum perforatum, planta fitoterapica muito utilizada no tratamento de
depressdo. A determinacdo da concentracdo de Al, Cr, Fe e V foi feita por ICP
OES utilizando nebulizador ultrasénico. Os limites de deteccao obtidos foram 0,3
ng L 0,2 pg L 0,2 ug L™* e 0,05 pg L™ para Al, Cr, Fe e V, respectivamente.
Os elementos Cd, Co e Pb foram determinados por GF AAS e os respectivos LDs
obtidos foram 0,008 pg L™, 0,15 ug L™ e 0,06 pg L™, respectivamente. Alexui et.
al.>® otimizaram um procedimento para a determinacdo de Hg em amostras de
timerosal, agente antibacteriano, empregando GF AAS.

Um procedimento para a determinacdo de arsénio em antimoniato de
meglumina, medicamento utilizado na forma injetavel por pacientes que possuem
leishmaniose, empregando a HG AAS foi desenvolvida por Flores et. al.>® A
determinacdo de As neste medicamento por HG AAS é fortemente influenciada
pela grande concentracdo de Sb (V), pois pode ocorrer supressdo do sinal

analitico do arsénio.”® Resano et. al.>’ desenvolveram um procedimento para a

L ANG, H. H.; LEE, E.; MATSUMOTO, K.; Hum. Exp. Toxicol. 22 (2003) 445-451.

%2 MATTOS et. al.; Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 687—-692.

% JIA, X.; WANG, T.; WU, J.; Talanta 54 (2001) 741-751.

* GOMEZ et. al.; Food Chem. Toxicol. 45 (2007) 1060—1064.

% ALEXIU, V.; CHIRTOP, E.; VLADESCU, L.; SIMION, M.; Acta Chim. Slov. (2004) 51 361-372.
% FLORES et. al., Acta Part B 57 (2002) 2095-2102.

% RESANO et.al.; J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 1477-1484.
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determinacdo de Pd em amostras de maleato de enalapril, medicamento utilizado
por pacientes hipertensivos, empregando DSS-GF AAS.

A grande preocupacgdo em determinar impurezas inorgéanicas em baixas
concentragbes em produtos farmacéuticos justifica o desenvolvimento de
metodologias analiticas que utilizam técnicas instrumentais de determinacdo com
elevada sensibilidade, especificidade, robustez e baixos limites de detec¢gdo como
a GF AAS e de outras técnicas com principios fisicos diferentes, como ICP OES e
ICP-MS.

2.6.1 Espectrometria de absorgcéo atdmica com forno de grafite (GF AAS)

A GF AAS ¢é uma técnica que apresenta grande seletividade e
sensibilidade, permitindo a determinacdo de elementos em concentracfes em
nivel ppb ou mesmo ppt em certos casos. Esta técnica possui propriedades que a
torna adequada para a determinacdo de metais em diversos tipos de amostras,
como materiais de dificil decomposicdo, amostras ambientais, bioldgicas,
medicamentos entre outras.*®“*® Entre as caracteristicas desta técnica est&o:

' Programa de aquecimento, que possibilita o pré-tratamento térmico
da amostra, principalmente na etapa de pirdlise, o que facilita a
remocdo de parte dos concomitantes que podem provocar
interferéncias durante a atomizacao
Permite a andlise de pequenas quantidades de amostras
" Com uma otimizac&o adequada do programa de aquecimento, aliada
ao uso de modificadores quimicos, possibilita, na maioria das vezes,

a calibracao do equipamento utilizando solucdes aquosas

Além disso, esta técnica apresenta grande versatilidade, pois permite a
analise de amostras liquidas, solidas ap0s digestdo e também amostras sélidas
na forma de suspensdes ou de forma direta, através da introducdo da amostra

diretamente no tubo de grafite, com auxilio de uma plataforma amostradora.>® >4°

*® STURGEON, R. E.; Spectrochim. Acta Part B 52 (1997) 1451-1457.

“VALE, M. G. R.; OLESZCZUK, N.; SANTOS, W. N. L.; Appl. Spectrosc. Rev. 41(2006) 377—400.
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O conjunto de caracteristicas instrumentais desejaveis para GF AAS é
descrito no conceito STPF (do inglés, stabilized temperature platform furnace),
conceito introduzido por Walter Slavin e colaboradores em 1981.%° Entre os
parametros importantes do conceito STPF esta a utilizacdo de equipamentos com
eletronica digital de alta velocidade, obtencdo do sinal de absorbancia de forma
integrada, interrupcao da vazao de argbnio durante a etapa de atomizacao, rapida
rampa de aquecimento durante a etapa de atomizacéo, utilizacdo de plataforma
de L’'vov recoberta com grafite pirolitico, utilizacdo de modificadores quimicos e
corretores de sinal de fundo eficientes.® O uso de modificadores quimicos e os
principais sistemas de corre¢éo do sinal de fundo serdo relatados de forma mais

detalhada em uma secao especifica deste trabalho.

2.6.1.1 Amostragem direta de sélidos empregando a GF AAS

A analise direta de amostras solidas tem sido apontada como uma boa
alternativa aos meétodos convencionais de analise, principalmente quando sao
necessarios baixos limites de deteccéo (LDs), ou na analise de amostras de dificil
decomposicdo.*® Nesta técnica, o sinal analitico é obtido a partir da amostra
sélida, sem a etapa de decomposicdo da amostra, a qual constitui a etapa mais
onerosa e demorada da analise. Desta maneira, a eliminacao desta etapa confere
vantagens como:®

e Menor risco de contaminacédo e/ou perda de analito

e Menores limites de deteccao, pois a amostra nao é diluida

e Maior rapidez na obtencédo dos resultados

¢ Normalmente é requerida pequena quantidade de amostra

e Dispensa a utilizacdo de reagentes corrosivos e perigosos, resultando

em beneficios ambientais e econdmicos

Na quimica analitica, continuos esforcos estdo sendo feitos para obtencéo
de melhores LDs. No entanto, a decomposicdo da amostra € geralmente

acompanhada de subsequente diluicdo. Assim, € necessario melhorar de uma a
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duas ordens de grandeza o LD para compensar a reducdo da concentracdo do
analito em um determinado volume de amostra diluida. Na técnica de
amostragem direta de sélidos ndo hé diluicdo, este fato favorece a obtencao de
melhores LDs.®?

A validacdo de métodos de amostragem direta de solidos utilizando
materiais de referéncia certificado (CRM) é vantajosa, uma vez que a quantidade
de massa utilizada € reduzida. A utilizacdo de CRMs, neste caso, é limitada
apenas pela validade do produto.®?

Apesar das muitas vantagens apresentadas pela DSS-GF AAS, esta
técnica possui algumas limitagdes. Segundo Belarra et. al.? a anélise de amostras
heterogéneas pode resultar em uma baixa precisdo dos resultados. A calibragao
nem sempre pode ser feita com solugdes de referéncia aquosas, pois 0 processo
de vaporizacédo e atomizacdo do analito depende da forma na qual o analito esta
presente na amostra, e este também pode ser influenciado pela matriz da amostra
sélida. Devido a sua elevada sensibilidade, as andlises sdo limitadas para
amostras que apresentam uma baixa concentracédo de analito. A DSS-GF AAS é
uma técnica mono elementar, que possui uma baixa frequéncia de
determinacées.® Alguns destes inconvenientes serdo abordados neste trabalho,

bem como as principais formas de contorna-los.

2.6.1.2 Sistemas de introducéo de amostras sélidas em GF AAS

A introducdo de amostras solidas no atomizador, geralmente, envolve
guatro etapas basicas: separacdo de uma aliquota de amostra, pesagem desta
em uma microbalanca, transporte da amostra até o forno e posterior introducéo no
interior do atomizador.®

Com o desenvolvimento da DSS-GF AAS vérios sistemas de introducéo de
amostras soélidas foram desenvolvidos, alguns deles como protétipos, e outros
desenvolvidos por fabricantes de instrumentos de AAS especificos. A corporacao
Analytik jena desenvolveu um espectrdmetro de absorcdo atdbmica com forno de

grafite com um acessério baseado no modelo proposto por Kurfiirst et. al.®* para a

o BELARRA, M. A.;; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.
2 KURFURST, U.; Solid Sample Analisys, Springer-Verlag, Berlin, Germany (1998).
% KURFURST, U.; KEMPENEER, M.; STOEPPLER, M.; SCHUIERER, O.; Fresenius J. Anal. Chem. 337 (1990) 248-252.
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introducdo direta de amostras soélidas. Os instrumentos atuais para DSS-GF AAS
permitem a introducdo da amostra através de um acessorio manual ou de uma
maneira completamente automatizada, incluindo a etapa de pesagem, através de
uma balanca integrada. O carregador de amostra é uma plataforma de grafite que
€ introduzida e retirada do interior do atomizador com a utilizacdo de uma pinca
metalica, através de um guia mecéanico para o modo manual, ou utilizando um
bracgo robético no caso do sistema automatizado. A microbalanca utilizada € muito
estavel e possui resolucdo 1 ug.> A Figura 2 apresenta os dois sistema de
introducdo de amostra utilizados por DSS-GF AAS, juntamente com 0S Seus

acessorios.

(a)

Figura 2. Acessorios para a DSS-GF AAS: (a) Sistema manual SSA 5, introducédo da
plataforma de grafite com amostra para o interior do atomizador com uma pinca
metalica; (b) Amostrador automatico (SSA 62) para transferéncia automatica da
plataforma contendo a amostra para o atomizador. (Cortesia Analytik Jena AG,

Jena, Alemanha).

2.6.1.3 Calibracéo

A calibracdo € uma das etapas mais importantes para garantir a
confiabilidade da andlise quando técnicas analiticas de comparacdo sao
empregadas. Na DSS-GF AAS a calibracdo requer um cuidado especial, pois o

analito pode sofrer influéncia da matriz da amostra.®? A calibragéo pode ser feita

2 KURFURST, U.; Solid Sample Analisys, Springer-Verlag, Berlin, Germany (1998).
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utilizando CRM, padrfes solidos sintéticos, solu¢des de referéncia aquosas, ou
ainda, utilizando o método de adigéo de padréo.®

Idealmente, o material de calibracdo devera ter uma composicao idéntica
ou muito semelhante ao material que esta sendo analisado e, preferencialmente,
ambos deverdo apresentar uma concentracdo semelhante do analito.®

Em geral, a utilizacdo de CRMs para a calibracdo permite compensar 0s
efeitos provocados pela matriz da amostra, pois o0 CRM apresenta composi¢cao
idéntica ou semelhante ao material que esta sendo analisado. Desta maneira, 0
analito contido no material de calibracdo e na amostra sélida sera influenciado de
maneira semelhante.®? A calibracdo com a utilizacdo dos CRMs pode ser feita
através da pesagem de massas crescentes de um CRM ou massas iguais de um
tipo de CRM com diferentes concentracdes do analito.>® No entanto, a calibragéo
utilizando estes materiais apresenta algumas restricdes que dificultam a sua
utilizacdo: os CRMs apresentam elevado custo, pode haver dificuldade em
encontrar CRM comercialmente disponiveis com composi¢cao idéntica a amostra
gue estd sendo analisada; muitos materiais ndo sao certificados para alguns
elementos de interesse; a utilizacdo de pequenas massas empregada na DSS-GF
AAS pode aumentar a imprecisdo devido a heterogeneidade na distribuicdo do
analito;®> a maioria dos CRMs disponiveis comercialmente apresentam
homogeneidade garantida para massas maiores que 100 mg, quantidade
superiores as massas, normalmente, empregadas na anélise direta de sélidos.*

Outro problema relacionado aos materiais de referéncia é a concentracao
certificada destes materiais, que geralmente, apresenta uma incerteza associada,
a qual pode ser considerada muito grande quando comparada com as incertezas
das medidas da técnica. Consequentemente, a calibracio com CRMs podera
introduzir uma grande incerteza no valor final do resultado. Em alguns casos, em
gue os CRMs ndo estdo disponiveis comercialmente, uma amostra sdlida
sintética, com composicdo semelhante & amostra original, pode ser utilizada.®

O método de adicdo de padrdo tem sido utilizado para suprimir as

interferéncias produzidas pela composicdo da matriz sélida. Um pré-requisito

% NOMURA, C. S.; SILVA, C. S.; OLIVEIRA, P. V.; Quim. Nova 31(2008) 104-113.
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basico para a aplicagdo deste método é que o analito contido na amostra sélida e
o analito adicionado sejam igualmente afetados pela matriz da amostra. A
calibragéo com adicdo de padrdo pode ser feita de trés diferentes maneiras:®°
I. Quantidades crescentes de analito sdo adicionadas em uma
guantidade de massa constante da amostra solida. Esse
procedimento é bastante probleméatico, pois requer a utilizacdo de
massas idénticas da amostra para as concentragdes individuais do
analito na curva de calibragdo.®
Il. Utilizagdo de quantidades crescentes de massa de amostra solida
com adicdo de quantidades constantes do analito, proveniente de
uma solucao de referéncia.®
[ll. O terceiro modo de fazer calibracdo com adicdo de padréo envolve o
uso de quantidades variaveis de massas de amostra e de padrao. O
sinal de absorcdo do analito sera em funcdo das duas variaveis
independentes, e pode ser interpretado através da regressao linear
multielementar.®®
Devidos a erros associados aos procedimentos | e Il, o0 método IIl € o mais
apropriado. O sinal de absorbancia, neste ultimo caso, € funcdo de duas variaveis
independentes (quantidade de massa de amostra e analito adicionado), e o sinal
pode ser normalizado para uma unidade de massa.®®
A calibracdo com solucdes de referéncia aquosas € a forma mais comum,
simples e de menor custo para obter uma curva analitica de calibracdo. Além
disso, as solucdes ndo apresentam problemas de heterogeneidade. No entanto, o
perfil do sinal analitico para as solucbes de referéncia e para a amostra solida,
normalmente, ndo é igual, pois a matriz pode influenciar no processo de
vaporizacdo e atomizacdo do analito. Entretanto, a obtencdo das medidas em
absorbancia integrada, eletrénica rapida, corretor eficiente e modificadores

guimicos (condicbes STPF) podem ajudar a minimizar a interferéncia provocada

% BENDICHO, C.; LOOS-VOLLEBREGT, M. T. C.; J. Anal. At. Spectrom. 6 (1991) 353-374.
* BERGLUND, M.; BAXTER, D. C., Spectrochim. Acta B 47 (1992) 1567-1586.
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pela matriz nos materiais solidos, permitindo em muitos casos, a calibragdo com

solucdes de referéncia aquosa.®

2.6.1.4 Precisdo nas determinacdes por DSS-GF AAS

Os valores de desvio padréo relativo (RSD) entre 10 e 20% podem ser
considerados normais quando esta técnica é empregada.® Entre os fatores que
podem afetar a precisdo dos resultados estédo: problemas de pesagem, transporte
da amostra para o atomizador, utilizacdo de gas de argonio durante a etapa de
atomizacgao, variacdo do posicionamento da amostra no interior do sistema de
atomizacao, tamanho das particulas das amostras, homogeneidade e massa de

amostra introduzida no atomizador.%>°

2.6.1.4.1 Homogeneidade das amostras

A DSS-GF AAS utiliza massas diminutas de amostra para fazer a analise,
tipicamente entre 0,1 e 10 mg, para a analise. No entanto, 0 emprego de massas
pequenas pode influenciar a homogeneidade da amostra e, por conseqiéncia, a
exatiddo e precisdo dos resultados.®® Estudos recentes indicam que a imprecisdo
da técnica esta relacionada com a baixa homogeneidade em pequenas massas
de amostra introduzidas para o interior do atomizador (normalmente 0,5 a 2 mg).°

De modo geral, a utlizacdo de massas inferiores a 100 mg pode
comprometer a homogeneidade e, por conseqiéncia, a representatividade da
amostra, ja que os elementos traco podem nado estar distribuidos de maneira
homogénea na amostra.®’ Entretanto, é verificado em alguns trabalhos que a
utilizacdo de massas de amostra inferiores a 2 mg, apresenta boa
homogeneidade.®®* Toda vez que a amostra é dividida em porcdes menores, ela

tende a se tornar cada vez menos homogénea, pois a probabilidade estatistica de

2 KURFURST, U.; Solid Sample Analisys, Springer-Verlag, Berlin, Germany (1998).

® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.
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® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.

¥ ROSSBACH, M.; OSTAPCZUK, P.; EMONS, H.; Fresenius J Anal Chem 360 (1998) 380—383.

% NOMURA, C. S.; SILVA, C. S.; NOGUEIRA, A. R. A.; OLIVEIRA, P. V.; Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 673-680.
“ BOLZAN et.al.; Talanta 74 (2007) 119-124.
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encontrar a mesma concentracdo média do analito na porcdo utilizada para

realizar a analise é cada vez menor, como pode ser visualizado na Figura 3.

Figura 3. llustracdo da influéncia da homogeneidade na determinagdo de um analito (¢):
(a) amostragem com grande massa e (b) amostragem com pequena massa.

(Figura adaptada de Nomura et. al.*).

As massas de amostra normalmente empregadas para digestdo ou
solubilizacdo variam entre 100 a 500 mg. Essas quantidades, geralmente, nao
sédo influenciadas pela micro homogeneidade da amostra e deste modo, néo
devem gerar erros associados a falta de homogeneidade da amostra (Figura 3a).
No entanto, quando sédo utilizadas massas diminutas para a analise (0,01 a 1 mg),
a micro homogeneidade torna-se um parametro critico, pois pequenas porcdes de
amostra podem conter quantidades diferentes do elemento de interesse (Figura
3b), podendo desta maneira, comprometer os resultados analiticos.”® A medida
gue um material homogéneo se torna heterogéneo para massas menores, existe
uma massa minima que deve ser considerada e estabelecida para garantir a
representatividade da amostra e desta maneira, a exatiddo dos resultados
analiticos.®®

A homogeneidade é um parametro que depende de fatores como a

natureza da amostra, densidade, massa de amostra utilizada na andlise e

¥ NOMURA, C. S.; SILVA, C. S.; OLIVEIRA, P. V.; Quim. Nova 31(2008) 104-113.
* PAUWELS, J.; HOFMANN, C.; VANDECASTEELE, C.; Fresenius. J. Anal. Chem. 348 (1994) 418-421.
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concentracdo do analito de interesse.> Alguns estudos também demonstram que
a heterogeneidade para pequenas massas de amostra pode ser devido a
presenca de aglomerados de particulas de tamanho grandes, sendo que essas
podem apresentar concentracdo de elementos em nivel de traco maiores que as
concentracdes encontradas na amostra como um todo.’® Entre as medidas que
podem ser utilizadas para contornar esse problema é a redu¢do do tamanho das
particulas das amostras através de moagens.>®

Atualmente, a homogeneidade para pequenas quantidades de amostra
pode ser calculada atraveés do conceito de constante relativa de homogeneidade
(He) introduzida por Kurfurst,”* conforme Equacéo 1:

He = RSD *m*? Equacéo 1.

Onde, RSD = desvio padrao relativo de todas as medidas e m = massa meédia

(mg).

Quando o fator de homogeneidade (He) for menor que 10, a amostra pode
ser considerada suficientemente homogénea.

A precisdao pode ser melhorada com a moagem da amostra, com a
introducéo de maior quantidade de massa de amostra no atomizador. O aumento
do nimero de medicdes, segundo Belarra et. al.,° também pode melhorar a
precisdo dos resultados, principalmente nos casos em que a utilizacdo de massas
maiores € limitada pela faixa linear utilizada para calibracdo, a qual € dependente
do analito, ou pela capacidade fisica da plataforma ou ainda, pelo aumento dos
efeitos negativos causados pela co-vaporizacdo de componentes da matriz

residual, durante a etapa de atomizacdo.’

" KURFURST, U.; Pure Appl. Chem. 63 (1991) 1205-1211.
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2.6.1.4.2 Tamanho de particula e influéncia na localizacdo do analito

Com o intuito de aumentar a homogeneidade das amostras, muitas passam
pelo processo de cominuigdo antes de serem submetidas a analise por DSS-GF
AAS. Entre as técnicas utilizadas para tal, estdo os moinhos mecanicos
convencionais, 0s moinhos criogénicos e os moinhos a jato de ar. Na maioria das
vezes, esse processo € acompanhado por uma etapa de classificacdo dos
tamanhos das particulas por exclusdo. O processo de cominuigdo proporciona
uma diminuicdo do tamanho das particulas, o que geralmente, aumenta a
homogeneidade e melhora a distribuicAo dos elementos na amostra. A
homogeneidade de uma pequena massa de amostra, geralmente, € assegurada
por uma estreita distribuicdo do tamanho da particula, preferencialmente por
particulas inferiores a 10 pm.®*

A localizacdo do analito na particula solida (elemento presente na
superficie ou incluso na particula sdlida), assim como os diferentes tipos de
ligacdes entre o analito e a matriz sélida, podem influenciar na medida de
absorbancia do analito, pois essas diferencas podem provocar variacbes na
cinética de vaporizacdo do elemento.®® Um exemplo desta interferéncia foi
observado no trabalho realizado por Takada.”® Os autores determinaram diversos
metais em amostras de aco. Os sinais analiticos obtidos apresentaram um pico
duplo, como consequéncia da ocorréncia de duas localizacdes diferentes do
analito na estrutura do aco. Nestes casos, a utilizacdo de modificadores quimicos

pode ajudar a contornar estas dificuldades.®

2.6.1.4.3 Massa de amostra

A representatividade, a precisdo e a exatiddo dos resultados estdo
diretamente relacionadas a homogeneidade da amostra. Entretanto a
homogeneidade pode ser afetada pela utilizacdo de massas pequenas de

|-73

amostra. Belarra et. a avaliaram a influéncia da massa de amostra na

* ZEISLER, R.; Fresenius J Anal Chem 360 (1998) 376-379.
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determinacdo de Cu em um complexo vitaminico por DSS-GF AAS. Para isso,
foram realizadas 293 medidas cujas massas variaram de 0,1 a 1,3 mg. Segundo
0s autores, o emprego de massas pequenas, entre 0,1 a 0,3 mg apresentaram
valores superestimados. Em contrapartida, massas superiores, entre 1,1 e 1,3 mg
de amostra, geraram valores subestimados. Os valores subestimados podem ser
explicados pelo aumento da influéncia do residuo da matriz presente no
atomizador, que pode ter alterado a cinética de vaporizacdo do analito. No
entanto, para os valores superestimados, 0s autores ndo encontraram nenhuma
explicacdo plausivel. Foi também verificado que o RSD diminuiu com o aumento
da massa de amostra.

Nomura et. al.®®

avaliaram a influéncia do tamanho da particula e da
guantidade de massa de amostra introduzida no atomizador sobre a
homogeneidade e consequentemente, sobre a precisédo e exatiddo dos resultados
através da determinacédo de Cu e Zn em amostra de figado bovino por DSS-GF
AAS. O estudo foi realizado com 10 amostras utilizando massas entre 9 e 150 pg.
Segundo os autores, o emprego de massas superiores a 50 pg apresentou uma
boa homogeneidade (constante de homogeneidade, He < 10) com baixos desvios-

padrdes.

2.6.1.5. Extenséo da faixa de trabalho em DSS-GF AAS

A alta sensibilidade da DSS-GF AAS pode ser um problema na
determinacdo de analitos presentes em concentracdes mais elevadas, pois a
técnica apresenta uma estreita faixa linear de calibracéo e grandes dificuldades
de diluicdo da amostra. Esta limitacdo pode ser solucionada através da selecao
de linhas espectrais menos sensiveis do analito, ou ainda, mantendo o fluxo de
argonio durante a etapa de atomizacdo. Esses procedimentos diminuem a
sensibilidade da determinacdo dos analitos, e permitem também introduzir uma
guantidade maior de amostra para o interior do atomizador. O fluxo de argbnio
durante a etapa de atomizacdo também pode ser utilizado para minimizar as
interferéncias na fase gasosa quando a matriz € vaporizada juntamente com o

analito.®

% NOMURA, C. S.; SILVA, C. S.; NOGUEIRA, A. R. A.; OLIVEIRA, P. V.; Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 673 — 680.
® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.
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Instrumentos de absorcdo atdbmica equipados com corretores de fundo
baseado no efeito Zeeman também permitem a reducdo da sensibilidade com a
aplicacdo de um campo magnético (modo 3-field).”* Alguns autores, porém,
afirmam que a utilizacdo de linhas espectrais menos sensiveis e/ou fluxo de
argonio durante a etapa de atomizacdo pode diminuir a precisdo. No entanto,

essa desvantagem € desprezivel quando comparada com a diminuicdo na

exatiddo causada pela heterogeneidade da amostra.’

2.6.1.6. Principais técnicas de correcdo de interferéncias empregadas na GF
AAS

As técnicas de AAS nao permitem medir a absorcdo atbmica
exclusivamente devido ao vapor atdbmico do analito presente no atomizador,
sendo necessario medir a absorcéo total (especifica do analito e ndo especifica),
e entdo subtrair o valor da absor¢cdo néo especifica. Entre as técnicas utilizadas
para a correcdo do sinal de fundo estdo: o corretor com fonte continua (lampada
de deutério), corretor Smith-Hieftje e corretor baseado no efeito Zeeman.®*

Entre os requisitos para um sistema ideal de correcdo do sinal de fundo

estdo:®*

I. A atenuacdo do sinal de fundo deve ser medida exatamente no

comprimento de onda do analito

[I. A atenuacdo do sinal de fundo deve ser medida no atomizador
exatamente na mesma posicdo em que é feita a medida da

absorcao total

[ll.  Se a absor¢do muda com o tempo, a absorcao total e a atenuacao
de fundo devem ser medidas ao mesmo tempo, ou huma sequéncia
muito rapida, de modo que as mudancas na absorcdo de uma

medida em relacdo a seguinte sejam pequenas

™ RESANO et. al.; Anal. Chim. Acta 571 (2006) 142-149.
°® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.
®' WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Third, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1999.
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IV. A absorcdo total e a atenuagdo do sinal de fundo devem ser

medidas com um feixe com a mesma intensidade e geometria

V. A técnica empregada para medir e corrigir a atenuacédo do sinal de

fundo deve ser aplicavel para todos os elementos

Entretanto, nenhuma das técnicas disponiveis para a medicdo e correcao

da atenuacao do sinal de fundo apresenta todos os requisitos citados acima.®*

2.6.1.7.1. Correcéao do sinal de fundo por efeito Zeeman

O efeito Zeeman consiste no desdobramento dos niveis de energia nos
atomos, sob um campo magnético, o que resulta na separacdo das linhas
espectrais. Esse efeito foi descoberto pelo fisico holandés Pieter Zeeman no ano
de 1897.%* A Figura 4 demonstra através de um esquema o desdobramento das

linhas espectrais.

®'WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Third, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1999.
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Figura 4. Efeito Zeeman normal. A: desdobramento em niveis de energia; B:

desdobramento nas linhas espectrais. (Figura adaptada de Welz ™).

Nos casos mais simples, a linha espectral sob um campo magnético é
desdobrada em trés componentes: uma componente central, denominada 1T cuja
energia e freqiéncia ndo sdo mudadas em relacdo ao comprimento de onda
original, e duas componentes com energia levemente superior e inferior em
relacdo a energia atémica original, denominadas o e o7, respectivamente. Estas
ultimas componentes sdo deslocadas para a direita e para a esquerda da linha
espectral original. A extensdo do desdobramento das linhas depende da forca do

campo magnético aplicado. A distribuicdo da energia ou intensidade entre as trés

" WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Second, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1985.
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componentes é: ”: m: ¢” = 25: 50: 25. A soma das componentes individuais é
igual a 100, o que corresponde & intensidade da linha original.”

O desdobramento da linha espectral em trés componentes ocorre somente
para as linhas singleto (S=0) e é designado efeito Zeeman normal. As linhas
denominadas singleto sé@o as linhas ressonantes principais dos Grupos Il Ae Il B
da tabela periddica dos elementos quimicos (Be, Mg, Ca, Sr, Ba, Zn, Cd e Hg).
Todas as demais linhas exibem um efeito Zeeman andomalo, onde a linha
espectral se desdobra em mais do que trés componentes. No efeito Zeeman
andémalo, a componente 1 também é dividida em varias linhas.”

Simultaneamente, com o desdobramento das linhas espectrais, a radiacao
também ¢é polarizada. O plano de polarizacdo varia de acordo com a direcdo do
campo magnético e também de acordo com a direcdo de observagao (na mesma
direcdo do campo ou perpendicular ao campo). A componente 1T € polarizada
linearmente numa direcdo paralela ao campo magnético, enquanto as
componentes o sao polarizadas circularmente numa direcao perpendicular ao
campo magnético. Se o campo magnético é aplicado perpendicularmente (angulo
reto) a fonte de radiagdo, a componente 1T € polarizada paralelamente ao campo
magnético, enquanto as componentes o sdo polarizadas perpendicularmente ao
campo magnético. Esta configuracdo € denominada efeito Zeeman transversal.
Quando o campo magnético estd montado paralelamente a fonte de radiacéo, a
configuragdo € denominada efeito Zeeman longitudinal. Neste caso, a
componente T desaparece do espectro e somente as componentes ¢* e o0
polarizadas circularmente podem ser observadas.”

A Figura 5 apresenta um esquema demonstrando estas duas

configurag@es, longitudinal e transversal.

" WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Second, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1985.
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Figura 5. Efeito Zeeman transversal (campo magnético perpendicular ao feixe de

radiacdo) e efeito Zeeman longitudinal (campo magnético paralelo a fonte de
75)

radiacdo), (figura adaptada de Welz

Como mencionado anteriormente, 0 campo magnético provoca um
desdobramento nos niveis de energia nos atomos. Isso significa que o campo
magnético ndo pode ser posicionado de maneira arbitraria no feixe de radiacao,
este deve ser aplicado na nuvem atémica. Por esta razdo, 0 campo magnético
deverda ser aplicado na nuvem atbmica na fonte de radiacdo primaria ou no
atomizador.”

Quando o campo magnético é aplicado na fonte de radiacdo, € chamado
de efeito Zeeman direto. Nesse caso, 0s niveis de energia dos atomos emissores
sdo desdobrados e, deste modo, o desdobramento das linhas espectrais podem
ser observadas, além da polarizacdo variada dos componentes. Se o campo

7

magnético é aplicado no atomizador, o efeito Zeeman €& denominado inverso,

" WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Second, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1985.
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neste caso a fonte de radiacdo emite linhas espectrais ndo desdobradas, como
usualmente observado em AAS. No efeito Zeeman inverso, os niveis de energia
dos &tomos absorvedores sdo desdobrados, e assim, suas caracteristicas de
absorgcdo sao totalmente mudadas. Deste modo, a linha ressonante principal
emitida pela fonte de radiacdo sera absorvida somente pela componente 1 do
analito, pois possui comprimento de onda igual ao original, e as componentes ¢
nao irdo absorver essa radiagcdo, pois possuem comprimentos de onda
ligeiramente diferentes. Para o efeito Zeeman direto, a absor¢éo pode ser medida
nos comprimentos de onda das componentes o, pois ambas componentes, o e T,
sdo emitidas pela fonte de radiacdo.”

Caracteristicas como orientacdo do campo magnético em relacdo a fonte
de radiacdo (efeito Zeeman longitudinal ou transversal), aplicagdo do campo
magnético de forma constante ou alternado e disposicdo do campo magnético
(montado na fonte de radiacdo — direto; ou no atomizador — inverso) permitem oito

diferentes configuracées que constam na Tabela 1.%*

" WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Second, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1985.
®' WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Third, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1999.
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Tabela 1. Configuractes de aplicacéo do efeito Zeeman na correcdo de fundo por AAS.

Localizag&o Orientagédo do Tipo de Componentes Particularidades
do campo campo em campo adicionais
magnético relacao ao magneético requeridos
feixe de
radiacao
Fonte (direto) Paralelo Constante Polarizador Aplicado em
o rotatorio casos
(longitudinal) excepcionais
Alternado Nenhum
Perpendicular Constante Polarizador
(transversal) rotatorio
Alternado Polarizador
fixo
Atomizador Paralelo Constante - Ndo aplicado
(inverso) em AAS
(longitudinal)
Alternado Nenhum
Perpendicular Constante Polarizador
(transversal) rotatorio
Alternado Polarizador
fixo

As configuracdes, em que o campo magnético é longitudinal e constante,

tanto na fonte como no atomizador, ndo pode ser aplicado em AAS, pois a

componente 11 desaparece completamente do espectro. Assim, na configuragao

inversa (magneto no atomizador) os atomos do analito ndo podem absorver

radiacdo da linha analitica, enquanto na configuracdo direta (magneto na fonte)

nenhuma radiacdo é emitida na linha analitica. Para comparacdo das seis

configuracbes

restantes,

aspectos como caracteristicas

instrumentais e
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espectroscopicas, sensibilidade, limite de deteccdo e linearidade da curva de
calibracdo devem ser levados em consideracéo.

Na configuragdo com efeito Zeeman inverso, campo alternado e transversal
a medida da absorcéo total (absorcdo atbmica e sinal de fundo) é feita na fase em
gue o campo magnético esta desligado. Quando o campo magnético esté ligado,
€ medido somente o sinal de fundo, pois hd um polarizador fixo orientado num
plano perpendicular ao campo magnético, fazendo com que somente as
componentes o absorvem a radiagdo, excluindo a componente 1r."

Na configuragdo com efeito Zeeman inverso, campo alternado e
longitudinal, a absorcéo total € medida durante a fase em que o campo magnético
esta desligado. Na fase em que o campo magnético esta ligado, a componente 1
desaparece do espectro pelo efeito Zeeman, e entdo o sinal de fundo € medido,
pois somente as componentes o absorvem radiagdo. Nessa configuragdo, a
componente T desaparece do espectro devido ao fato que uma onda
eletromagnética ndo pode se propagar na direcdo de um vetor elétrico. Essa
configuracdo apresenta a vantagem de dispensar a utilizacdo de componentes
opticos adicionais e, consequentemente, ndo ha perdas de intensidade
luminosa.®

Em relacdo aos aspectos instrumentais, 0 corretor Zeeman inverso €
preferido, pois quando se utiliza corretor Zeeman direto ha necessidade da
utilizacdo de fontes de emissdo especiais. Entretanto quando o magneto é
colocado no atomizador, podem-se utilizar lampadas de catodo oco
convencionais.®* Um campo magnético homogéneo deve possuir um fluxo de
densidade na ordem de 1 Tesla (10 kGauss) para uma satisfatorio
desdobramento e separacéo das componentes 6’, 0" e 1.”°

O desenvolvimento dos espectrometros de absor¢cdo atbmica com corretor
de fundo baseado no feito Zeeman pode ser dividido, historicamente, em trés
geracbes. Os equipamentos da terceira geracdo utilizam uma frequéncia do
campo magnético de pelo menos 200 Hz, o que permite um aumento do nimero

de medidas por unidade de tempo, e também uma melhor homogeneidade do

*' WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Third, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1999.
" WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Second, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1985.
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campo através do atomizador. Estes equipamentos podem operar no modo 2-field
(2F) e no modo 3- field (3F), que possibilita um aumento de, pelo menos 5 vezes
a faixa de trabalho da curva analitica.’®

No modo 2F, a medida é feita na fase do campo magnético H=H e,
(desligado) que corresponde a absorbéancia total e na fase do campo magnético
H=Hmnax (ligado) que corresponde ao sinal de fundo. A intensidade é avaliada
conforme Equagcéo 2."°

2F-modo: AA= An=zero — An=Max Equacéo 2.
Onde

I,(AZ*
A, = zero = log o(AZ7) e

zero(x=1,3,5...)
l,(AZ*)
(Imax(x=2,4...) + Imax(x=4,6...))/2

A, =max = log

O termo 1,(AZ*)significa a intensidade média da linha sem absorgao;

|zero(X:1,3,5__)corresponde aos valores da intensidade da linha adjacente com

campo magnético desligado (H=zero), a partir do qual os valores de absorbancia

total (An=zero) sdo gerados; (lmax(x:2,4___)) e |max(X:4,6___))séo os valores da

intensidade da linha adjacente com campo magnético ligado (H=méaximo), a partir
do qual os valores médios do sinal de fundo (Ay=max) S&0 gerados; x=1, 2, 3,... é 0
numero de um unico ciclo “x” de medida usada para o calculo da absorgao
atomica (AA)."

O termo 3F significa uma mudanca de ciclo que consiste em uma
sequéncia com de trés fases do campo magnético: H=H,e, (desligado), H=Hed
(ligado) e H=Hnax (ligado). Na fase H=Hneq, trabalha-se com campo magnético

intermediario. Medidas obtidas a partir das fases H=Heq € H=Hnax fornecem uma

® GLEISNER, H.; EICHARDT, K.; WELZ, B.; Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 1663-1678.
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curva analitica com sensibilidade reduzida. Esta reducdo depende da forga
intermediéria aplicada. A reducdo da sensibilidade resulta do fato que o perfil de
absorcdo das duas componentes o, estdo mais ou menos separadas em relagao
a posicdo do perfil da lampada de catodo oco. A atenuacdo de fundo sempre é
medido com a forca no campo magnético maximo (H=Hma). NO modo 3F a
medida é feita com o sinal obtido com aplicacdo de um campo magnético maximo

e médio de acordo com a Equacéo 3.7

3F-modo: AA= Ap=med — An=Max Equacéao 3
Onde
I, (AZ*)
— _ 0
A, =med = log e
med(x=1,3,5...)
I, (AZ*)

A, =max = log I | I
max(x=2,4...) + max(x=4,6...))

Onde |med(X:1,3,5_,)séo os valores da intensidade da linha ajcente com

campo magnético ligado (H=médio).

Se ndo houver prejuizo da sensibilidade provocado pelo espelhamento
Zeeman anb6malo, na maioria das vezes, os limites de deteccdo obtidos em
espectrometros equipados com corretor por efeito Zeeman sdo melhores que
aqueles obtidos com corretor com fonte continua, pois nestes ha uma lampada de
deutério como fonte adicional de ruido.®* Além disso, com o uso de corretores
baseados no efeito Zeeman ndo é necessario equalizar as intensidades das
fontes de radiacdo (lampada de catodo oco e de deutério), evitando deste modo

problemas de alinhamento das lampadas.”

® GLEISNER, H.; EICHARDT, K.; WELZ, B.; Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 1663-1678.
® WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Third, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1999.
" WELZ, B.; SPERLING, M.; Atomic Absorption Spectrometry, Second, Wiley-VCH Verlag Gmbh, Alemanha, 1985.
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2.6.1.8. Modificadores quimicos

A técnica de GF AAS requer, idealmente, uma vaporizacao seletiva do
analito a fim de obter uma boa sensibilidade, o que, na maioria das vezes, €
obtido através de uma otimizacdo do programa de temperatura. Entretanto,
algumas vezes € necessaria a utilizacdo de modificadores quimicos para ajudar
corrigir os efeitos adversos causados por algumas matrizes.

O conceito de modificador quimico foi formulado por Ediger em 1973.”
Segundo o autor, modificadores quimicos podem ser definidos como compostos
gue séo adicionados no forno de grafite (atomizador) simultaneamente com a
amostra e diminuem drasticamente os efeitos de matriz.

O mecanismo de acao da maioria dos modificadores quimicos consiste na
remocao da matriz da amostra durante a etapa de pirélise, onde compostos do
analito permanecem no atomizador. Isto € obtido principalmente, através de duas
maneiras: pela conversao de compostos da matriz em compostos mais volateis ou
diminuindo drasticamente a volatilidade do analito, permitindo desta maneira, a
utilizacdo de temperaturas maiores na etapa de pirdlise.”® De maneira geral, na
pratica, o analito pode encontrar-se em trés situacdes genéricas em relacdo a

matriz onde este se encontra:®

I.Analito mais volatil que a matriz
Il.Volatilidades semelhantes entre a matriz e o analito

[ll.Analito menos volatil que a matriz

No primeiro caso, quando a analito é mais volatil que a matriz, a etapa de
pirélise € menos importante. No entanto, a etapa de vaporizacao/atomizacédo é
essencial, pois a temperatura de atomizacao tem que ser a melhor possivel para
promover uma eficiente vaporizacdo do analito, com a minima vaporizacdo da
matriz. Esta € uma situacdo que pode ser observada na analise de certas
amostras inorganicas, quando se desejam determinar analitos volateis como

cadmio e mercirio.® Normalmente, esta situacdo ndo requer a utilizacdo de

" EDIGER. R.; D.; At. Absorpt. Newsletter 14 (1975) 127-130.
® VOLYNSKII, A. B.; J. Anal. Chem. 58 (2003) 905-921.
® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.
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modificadores quimicos para estabilizar termicamente os analitos durante a etapa
de pirdlise, mas para melhorar a vaporizagcdo do analito das matrizes das
amostras devido ao efeito de estabilizacdo da prépria matriz.®

Se a matriz é mais volatil que o analito, a etapa de pirdlise é extremamente
importante, pois uma otimizagdo da temperatura de pir6lise permite a
vaporizagdo/atomiza¢ao do analito de maneira seletiva, prevenindo interferéncias
espectrais, pois a matriz é eliminada antes da etapa de atomizacéo.® Entretanto,
alguns modificadores quimicos podem ser utilizados de modo a facilitar a
modificacdo/eliminacdo da matriz sem perda de analito.’

A situacdo é mais complicada quando o analito e a matriz da amostra
possuem temperaturas de volatilizacdo semelhantes, como ocorre na
determinacdo de analitos volateis em matrizes organicas. Para essa situacao, a
escolha de um modificador quimico adequado é de fundamental importancia.®
Neste caso, podem-se utilizar modificadores quimicos que alteram as
propriedades fisico-quimicas do analito e permitem a estabilizacao/eliminacéo da
matriz ou o aumento da volatilidade do analito de modo a atingir a vaporizagao
seletiva.

O modificador quimico podera ser adicionado na forma de solucédo, gas ou
na forma solida, sendo necessario o desenvolvimento de um programa de
temperatura adequado para assegurar uma eficiente interacdo entre o modificador
e o analito que de deseja determinar.’ O conhecimento sobre o mecanismo de
acao dos modificadores quimicos pode ajudar na selecdo do melhor modificador a
ser utilizado na determinacdo de um dado analito por GF AAS, uma vez que, 0
entendimento destes mecanismos evita a execucdo de testes desnecessarios
utilizando um grande nimero de modificadores inadequados.”® Uma vez que os
processos quimicos e fisicos que ocorrem no sistema amostra-modificador estédo
presentes em grande numero, ndo ha consenso na literatura sobre 0 mecanismo
de acao de grande parte dos modificadores. Outro problema encontrado durante o
estudo dos mecanismos sdo as baixas concentracfes do analito em relacédo a

matriz, sendo que em certos casos essa proporcéo pode ser maior que 10’ vezes.

® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.
" VOLYNSKII, A. B.; J. Anal. Chem. 58 (2003) 905-921.
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Estes fatores levam a contradicdes substanciais em relacdo a descricdo dos
mecanismos de acdo dos modificadores por diferentes autores.”®

Um grande numero de compostos sdo utilizados como modificadores
guimicos, entretanto, os mais efetivos e versateis modificadores estdo divididos
nos seguintes grupos:’®

l. Acido nitrico, acido oxalico e os correspondentes sais de amonio

l. Nitratos metalicos (exceto metais do grupo da platina)
lll.  Fosfato de amonio

IV.  Carbetos
V.  Compostos organicos
VI. fons de metais de transi¢ido com alto potencial de oxidac&o (sais de
W(VI), Mo(VI), Zr(IV), etc.)
VII.  Compostos do grupo da platina (exceto 6smio)

2.6.1.8.1. Mecanismo de agdo dos modificadores quimicos HNO3 e acido
oxalico

Esses modificadores sdo empregados principalmente na analise de
amostras cujas matrizes apresentam alta concentracédo de cloretos. A presenca
de grandes quantidades de cloreto pode trazer muitos problemas na
determinacdo de elementos por GF AAS, pois muitos cloretos metéalicos séo
volateis nas baixas temperaturas utilizadas na etapa de pirdlise, sendo que a
evaporacao de grande quantidade de matriz contendo cloreto pode aumentar o
sinal de fundo. Além disso, a presenca de cloro na fase gasosa no atomizador
durante a etapa de atomizacdo pode favorecer a dissociacdo incompleta ou
recombinac&o de cloretos metalicos.”

O mecanismo de acdo destes modificadores foi estuda por muitos autores

e € baseado nas seguintes reacoes:

NaCl + HNO3 — NaNOs + HCI1 (4)
CaCl, + H,C,0, — CaC,04 + 2 HC|T (5)

" VOLYNSKII, A. B.; J. Anal. Chem. 58 (2003) 905-921.
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Nestes casos, o cloreto € eliminado do atomizador durante a etapa de
pirélise na forma de espécies volateis de HCI.”

2.6.1.8.2. Modificadores quimicos organicos

Embora a versatilidade dos modificadores quimicos organicos seja menor
gue os modificadores baseados nos compostos metélicos do grupo da platina, os
compostos organicos sdo bastante utilizados nos procedimentos analiticos, pois
estes s&o efetivos para resolver algumas dificuldades analiticas especificas.” Os
processos que levam a supressdo dos efeitos negativos da matriz, quando
utilizados modificadores orgéanicos sao relativamente bem estudados. A maioria
das hipoteses para explicar o mecanismo de acdo destes modificadores é
baseada nas caracteristicas redutoras dos modificadores organicos, equagéo 7, e
dos produtos de sua decomposicdo térmica em atmosfera inerte.®

A hipétese de Regan e Warren’® é baseada na existéncia de dois

mecanismos principais de atomizacao para 6xidos, em GF AAS, Equacado 6 e 7:

Dissociacéao térmica:

MO s,1,99 > Ms,1,90+ O (g (6)

Reducdo carbotérmica (atmosfera com argbnio e carbono residual no

atomizador):

MO )+ C > M 1,9+ CO @ (7)

Em relacdo a essa hipdétese, uma mistura molecular de carbono ativo e
compostos formados durante a decomposicao térmica do composto organico com
0s componentes da amostra faz com que o mecanismo de atomizacao
predominante seja um processo de reducao relativamente rapido.”® O processo de
redugao carbotérmica é responsavel pelo aparecimento de um “pico de baixa

temperatura”, enquanto que processos de dissociagdo térmica de oxidos levam a

8 VOLYNSKII, A. B.; J. Anal. Chem. 58 (2003) 905-921.
® REGAN, J. G. T.; WARREN, J.; Analyst 101 (1976) 220-221.
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atomizacdo em temperaturas relativamente maiores.®® A mudanca do sinal
analitico para uma temperatura menor na presenca de modificadores organicos
torna possivel a deteccdo do analito antes do surgimento de uma significativa
absorcao de fundo causada pela evaporacdo da matriz da amostra, diminuindo
drasticamente os efeitos de matriz.”

A presencga de oxigénio livre no interior do forno de grafite pode causar
problemas na determinac@o de elementos que formam oxidos estaveis na etapa
de atomizacdo.”® Contudo, a utilizacdo de modificadores organicos diminui a
concentracdo de oxigénio livre durante a etapa de atomizac&o.’® A reatividade, em
relacdo a diminuicdo da quantidade de oxigénio na unidade de atomizacéo,
aumenta na seguinte ordem: grafite pirolitico < grafite policristalino < carbono
ativo. Este ultimo € formado a partir da decomposicdo dos modificadores
organicos. Esta ordem crescente € decorrente do aumento da reatividade devido
a diferenca na superficie de contato do carbono com o oxigénio, pois parte da
estrutura cristalina do grafite pirolitico (fechada), para uma estrutura relativamente
mais porosa (como a do grafite policristalino) até uma estrutura amorfa, como a
do carbono amorfo ativo residual.’

A diminuicdo da concentracdo de oxigénio livre na fase gasosa na

presenca de modificadores organicos foi demonstrada por Gilchrist et. al.®*

que
utilizou cromatografia gasosa para a analise direta da fase gas do forno de grafite
e calculos termodinamicos. De acordo com o autor, a diminuicdo na concentracao
de oxigénio livre, é principalmente, devido a interacdo do oxigénio livre com os
produtos gasosos (CO, H,) da decomposicéo térmica dos acidos organicos. Como
a concentracao de oxigénio € reduzida, o equilibrio da reacao de dissociacdo dos
oxidos gasosos dos analitos € deslocado para a direita (Equacédo 8), resultando

em atomos de analito em menores temperaturas.’®

AO() — A *+ O (8)

8 VOLYNSKII, A. B.; Zh. Anal. Khim. 50 (1995) 4.
" VOLYNSKII, A. B.; J. Anal. Chem. 58 (2003) 905-921.
8 GILCHRIST, G. F. R.; CHAKRABARTI, C. L.; BYRNE, J. P J. Anal At Spectrom. 4 (1989) 533-538.
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Algumas hipoéteses relacionam a mudanca do aparecimento do sinal
analitico, de elementos como o chumbo, na presenca de modificadores organicos,
como o acido ascorbico, a formacéo de grafite pirolitico na superficie interna do
tubo.®? Entretanto, nem todos os compostos que geram carbono residual apés a
decomposicdo térmica sédo capazes de formar grafite nas temperaturas entre
2800 e 3000 °C.** A baixa estabilidade térmica do acido ascérbico é uma
caracteristica dos compostos que formam carbono ndo grafitizavel durante a
decomposicdo térmica.®®* Além do mais, a formacdo de grafite é possivel somente
na presenca de alguns metais que catalisam o processo de grafitizagcéo,
entretanto, o chumbo ndo apresenta essas caracteristicas.?* O grau de
grafitizacao € inversalmente proporcional a proporcdo atébmica O : H na maioria
dos compostos organico.®®

A mudanca da temperatura do aparecimento do sinal analitico do chumbo
na presenca de modificadores organicos foi avaliado por Byrne.® O objetivo deste
estudo foi avaliar o principal mecanismo de acdo dos modificadores organicos.
Para isso, os autores investigaram o efeito no sinal do chumbo na presenca de
acido ascorbico e acido oxalico. Este ultimo composto ndo produz carbono
residual na sua decomposicao térmica. De acordo com os resultados obtidos
pelos autores, a mudanca da temperatura do aparecimento do sinal de chumbo
nao € somente pela mudanca da superficie de contado da plataforma, camada de
carbono amorfo, gerado pela decomposicdo do acido ascoérbico durante a etapa
de pirdlise, pois o tempo de aparecimento do sinal atbmico do chumbo na
presenca de acido oxalico, que ndo apresenta a formacdo de carbono residual,
também mudou. Segundo os autores, o0 efeito dos acidos ascoérbico e oxalico na
mudanca de temperatura do aparecimento do sinal atbmico do chumbo pode ser
explicado, principalmente, pelas reacfes que ocorrem na fase gasosa entre
moléculas contendo chumbo (como PbO) e gases redutores (H, e CO) formados

pela decomposicao destes acidos na etapa de pirdlise.

%2 IMAI, S.; HAYASHI, Y.; Chem. 63 (1991) 772-775.

8 VOLYNSKII, A. B.; J. Anal. Chem. 50 (1995) 2-29.

8 OYA, A.; OTANI, S.; Carbon 17 (1979) 131-137.

% OBERLIN, A_; VILLEY, M.; COMBAZ, A.; Carbon. 18 (1980) 347-353.
% BYRNE et. al.; Anal. Chem. 65 (1993) 1207-1272.
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2.6.1.8.3. Modificadores quimicos baseados no grupo da platina

A utilizac&o de cloreto de paladio e platina como modificadores quimicos na
GF AAS foi proposto por Shan®” em 1979. Atualmente, os metais do grupo da
platina (PGMs) e também dos elementos do grupo 4 a 6 da tabela periddica sao
considerados o0s mais eficientes e versateis modificadores quimicos. Sua
combinacdo com outros modificadores, como Mg(NO3),,% compostos organicos,®
compostos formadores de carbeto®™ é freqlientemente utilizada na determinagéo
de elementos por GF AAS. No entanto, em algumas situagcdes, os modificadores
do grupo da platina ndo suprimem os efeitos da matriz. Para prevenir estes efeitos
e utilizar os modificadores com maxima eficiéncia é necessario conhecer o
mecanismo de acdo do modificador com o analito.”® Entretanto, diferentes e
contraditérios mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito destes
modificadores.*

Uma das hipoteses da acdo dos modificadores no grupo da platina €
baseada na formacdo e da subseqiente ativacdo dos metais em compostos
intercalados na grafite. Estes metais ativados formam ligacbes covalentes muito
fortes com elementos relativamente volateis, levando a sua estabilizacdo a altas
temperaturas.®

O mecanismo proposto por Ortner® é baseado na ligacdo do analito nos
atomos de paladio, os quais foram ativados pela intercalacdo nas camadas da
grafite. Existem ligacGes quimicas entre o sistema de elétrons n do reticulo da
grafite e atomos de paladio na superficie externa do cluster Pd-grafite. Os elétrons
gue faltam para atingir a configuracdo dos gases nobres para os atomos de
paladio sdo, portanto, retirados do sistema n da grafite. Este fato causa uma
elevacdo na densidade eletrbnica nos atomos de paladio, que séo ativados para

uma interagdo, por exemplo, com As(OH)s;, funcionando como doadores de

8 SHAN, X. Q.; NI, Z. M.; Acta Chim. Sci. 37 (1979) 261-266.

8 \WELZ, B.; SCHLEMMER, G.; MUDAKAVI, J. R.; J. Anal. At. Spectrom. 7 (1992) 1257-1271.

8 VOTH-BEACH, L. M.; SHRADER, D. E.; J. Anal. At. Spectrom. 2 (1987) 45-50.

% TSALEV et. al.; J. Anal. At. Spectrom. 10 (1995) 1003-1009.

1 VOLYNSKII, A. B.; J. Anal. Chem. 59 (2004) 502—520.

® ORTNER et. al.; Modifiers in ETAAS-How do they work? 2nd European Furnace Symposium, Book of Abstracts, O IV/2,

St. Petersburg, 1996.
2 ORTNER et. al.; Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 1835-1853.
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elétrons. Este processo é andlogo os compostos ferrocenos onde os &tomos de
ferro também exibem propriedade de doadores de elétrons:
Fe(CsHs)2 + H — [FeH(CsHs)2]"

No entanto, se o Pd atuasse como receptor de elétrons, entdo analitos com
alto estado de oxidacdo (por exemplo, As(V) ou cations metalicos como Cd*? ou
Pb*?) n&o poderiam formar ligacées com o Pd. A ligacdo entre o sistema elétrons
T do reticulo da grafite e os atomos de Pd na periferia do cluster estédo
simbolizadas por uma linha perpendicular na Figura 6 A. Deste modo, os atomos
de paléadio ativados reagem, por exemplo, com acido arsénico da mesma maneira
indicada na Figura 6 B. Cabe enfatizar, que somente os &tomos de Pd ligados ao
clustes serdo ativados. Isto estd de acordo com a observacdo que o analito ja
estaria ligando durante a etapa de secagem. Esta ligacdo ndo é destruida pelo
aumento da temperatura, mesmo que a reducdo do paladio ocorra na etapa de
pirdlise. Também deve ser enfatizado que o dominio do Pd como modificador é
em uma regido abaixo da superficie da grafite, em uma profundidade em torno de
10 um, ou seja, 0 equivalente ao volume da porosidade aberta e dominios
adjacentes entre as camadas de grafite e a estrutura policristalina. Cabe ressaltar
também, que a forte ligacdo do analito ao Pd, praticamente suprime a sua
mobilidade na etapa de pirdlise. Assim, atomos de analito ndo podem difundir
para o interior da superficie de grafite. Desta maneira, € minimizada a perda de

analito durante a etapa de pirdlise.®?

2 ORTNER et. al.; Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 1835-1853.
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S+ As(OH)s
_—
| ligagBes a atomos de paladio | q
Pd< vizinhos do cluster P <
As(OH)S/

Figura 6. (A) representacdo da ligacdo quimica formada entre o Pd e a grafite, (B)
ativacdo do Pd pela sua interacdo na grafite, que desta maneira atua como

doador de elétrons para outros metais (Adaptado de Ortner et. al.%).

O estudo realizado por Yan e Ni,* Yan-Zhong e Zhe-Ming®® sugere que o
mecanismo de acdo dos modificadores do grupo da platina é baseado na
formacdo de compostos de baixa volatilidade entre os elementos do grupo da
platina e os analitos. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho néo
apresentam uma informacéo sobre a composicdo dos compostos formados.®*

O mecanismo proposto por Volynskii® também, sugere que a acdo dos
modificadores do grupo da platina € baseada na formacdo de compostos com
baixa volatilidade entre o analito e os elementos do grupo da platina. O autor
sugere que a primeira etapa na formacdo destes compostos € a reducdo dos
oxidos do analito no atomizador catalisado pelos modificadores do grupo da
platina. O Estudo feito por Volynskii®* demonstrou que a adicdo de cloreto de
paladio diminui, significativamente, a temperatura de reducdo do 6xido do analito
no interior do atomizador, confirmando os estudos realizados anteriormente pelo
mesmo autor®®, o qual sugere que os elementos do grupo da platina possuem

propriedades cataliticas.

2 ORTNER et. al.; Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 1835-1853.
* YAN, X. P.; Ni, Z. M.; Spectrochim. Acta Part B 48 (1993) 1315-1323.

* YAN-ZHONG, L.; ZHE-MING, N.; Spectrochim. Acta Part B 49 (1994) 229-241.

1 VOLYNSKII, A. B.; J. Anal. Chem. 59 (2004) 502—520.
% VOLYNSKII, A. B.; Available from VINITI, Moscow 89 n. 4977 (1989)
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De acordo com Volynsky,?” os dados da literatura indicam que o principal
mecanismo de acdo dos modificadores do grupo da platina pode ser descrito

conforme esquema abaixo:

MCly + nC*— M + CnCly (10)
MCly + k / 2H,0 - MOy + kHCI (11)
MOy + k(k/2)C* — Mmariz + KCO(K/2CO5) (12)
AnOn + M (matriz) — AmOn(ac)M(matriz) (13)
AClm + M(matrizy = AClm(ad)M(matriz) (14)
AmOnq) + n/2C %r mA + n/2CO; (15)
ArOnacy + NC — mA + nCO (16)
AClmad) 5 A+ m /2Cl, (17)
KA + nM — AM, (18)

Onde: M = modificador; A = analito; C* = sitios ativos na superficie da grafite;

Os modificadores PMG no esquema € representado como cloreto, pois
nesta situacao ele € o mais empregado. Os processos (10) - (14) ocorrem durante
a etapa de secagem e inicio da etapa de pirélise. Os processos (15) — (18)
ocorrem em temperaturas mais altas durante a etapa de pirélise.®” Embora, o
esquema apresenta a adsorcdo dos compostos do analito somente nos PGMs
elementares, estes também podem estar adsorvidos nos 6xidos PGMs. Como
este € um esquema geral, algumas etapas podem n&o contribuir para a
estabilizacdo de analitos em particular.’” Por exemplo, a taxa do processo (18)
pode ser critica somente para elementos com relativo baixo ponto de ebuli¢éo,
como selénio, cujo ponto de ebulicéo é 685°C.%

Apés a etapa de secagem, supde-se que todos analitos estdo em contato
direto com o modificador PGM usado.?” No entanto, esta suposi¢cdo pode ndo ser
de fato verdadeira, particularmente na andalise de amostras na forma de

suspensdes, e quando forem considerados os processos de redeposicdo do

" VOLYNSKY, A. B.; Spectrochim. Acta Part B 55 (2000) 103-150.
% VOLYNSKY, A. B.; KRIVAN, V.; TIKHOMIROV, S. V.; Spectrochim. Acta Part B 51(1996) 1253-1261.



Revisdo da Literatura 49

1

analito dentro do atomizador.”'® De acordo com Fischer,' a equacéo

corresponde neste caso pode ser descrita como:

SEOz(g) + SeO<g) + Sen<g) + Pdo(s) —_V[Pd, Se, O](s) + SeO(g) (19)

Pode-se admitir que com a utilizacdo dos fornos de grafite atuais os
produtos de interacdo entre analitos e modificadores do PGM decompdem-se
completamente durante a etapa de atomizacdo. A efetividade dos compostos
PGM como modificador é entdo determinada pelo processo (10) a (19).%
Certamente, o mecanismo de acdo dos modificadores PGM difere entre os
analitos. Os processos (10) a (18) estdo apresentadas como reacdes entre
analitos e modificadores PGM, eles tém muito em comum com a interacao entre
modificadores PGM e componentes da matriz.®’ Por exemplo, de acordo com'®
sulfatos séao reduzidos pela grafite na presenca de paladio como modificador. A
subseqiiente formagédo de PdS) pode ser responsavel pela estabilizagdo do
enxofre no atomizador de grafite.

Diversos artigos disponiveis na literatura relatam a reducéo do sinal de
fundo na presenca de modificadores PGM.X%*%% |sto pode ser causado pelos
efeitos dos acidos usados para a estabilizacdo das solu¢des dos modificadores.
Sabe-se que altas concentracdes de acido nitrico eliminam o cloreto na forma de
HCI durante a etapa de secagem e pirdlise. No entanto, acido nitrico diluido
utilizado para estabilizar a solucdo modificadora faz com que este efeito ndo pode
seja t&o pronunciado.”’

Uma razdo mais provavel para a diminuicdo do sinal de fundo € a baixa
temperatura da transformacédo dos cloretos, sulfatos e 6xidos, etc. presentes nas
matrizes, nos correspondentes elementos livres, liberando-os em sua forma
elementar. Esta transformacdo € catalisada pelos modificadores PGMs. De

acordo com a reacao (17), qualquer cloro elementar assim formado sera removido

® STYRIS, D. L.; PRELL, L. J.; REDFIELD, D. A.; Anal. Chem. 63 (1991) 503-507.

1% STYRIS et. al.; Anal.Chem. 63 (1991) 508-517.

0L FISCHER, J. L.; RADEMEYER, C. J.; Spectrochim. Acta Part B 54 (1999) 975-983.

12 MROCZEK, A.; WERNER, G.; WENNRICH, R.; SCHROEN, W.; Fresenius’ J. Anal. Chem. 361 (1998) 34-42.
1% TITTARELLI, P.; BIFFI, C.; J. Anal. At. Spectrom. 7 (1992) 409-415.

104 RADEMEYER et. al.; J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 81-84.

% SAEED, K.; THOMASSEN, Y.; Anal. Chim. Acta 130 (1981) 281-287.

1% SHIUE, M. Y.; CHAN, Y. C.; MIERZWA, J.; YANG, M. H.; J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 69-74.
 VOLYNSKY, A. B.; Spectrochim. Acta Part B 55 (2000) 103-150.
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do atomizador durante a etapa de pirélise. Outros componentes da matriz como
metais, enxofre e fésforo, no estado elementar podem interagir com paladio,
formando solucdes contendo sélidos estaveis ou compostos
estequiométricos.'®"!% Estes compostos, juntamente com 0s compostos analogos
contendo o analito, permanecem até a etapa de atomizacdo. No entanto, sua
dissociacdo a altas temperaturas ndo resulta no aparecimento de um sinal de

fundo significativo.®

07 RADZIUK, B.; THOMASSEN, Y.; J. Anal. At. Spectrom. 7 (1992) 397-403.
%1 |, M.; NI, Z.-M.; RAO, Z.; Spectrochim. Acta Part B 53 (1998)1381-1389.
® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentacao

As determinacdes por DSS-GF AAS nas amostras de ferro aminoacido
guelato foram feitas em um espectrometro de absorcdo atbmica com forno de
grafite Analytik Jena (modelo AAS ZEEnit 60) com aquecimento transversal e
sistema de correcdo de fundo baseado no efeito Zeeman transversal (inverso).
Esse sistema de correcdo permite variar a intensidade do campo magnético de
0,05 a 0,8 T. Foi utilizado um sistema manual para a introducdo da amostra soélida
(modelo SSA 6E, Analytik Jena), tubos de grafite revestidos piroliticamente e
plataformas de grafites especiais para amostras solidas. As amostras foram
pesadas em uma balanca eletro-mecéanica Sartorius (modelo M500P, Géttingen,
Alemanha) com resolucdo de 0,001 mg e tara maxima de 2 g. Os principais
parametros instrumentais utilizados na quantificacdo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e
Sb estdo apresentados no Tabela 2. Cabe ressaltar, que a determinacdo de Mn
foi realizada utilizando uma linha secundaria, enquanto os demais analitos foram

determinados utilizando a linha principal.

Tabela 2. Parametros operacionais para a determinacéao de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb

em amostras de ferro aminoacido quelato.

Elemento Comprimento Fenda espectral Corrente da Campo magnético

de onda (nm)  (nm) LCO (mA) (M)
Ag 328,1 0,8 4,0 0,8
As 193,7 0,8 7,0 0,8
Cr 357,9 0,8 4,0 0,6-0,8
Mn 403,1 0,2 7,0 0,6-0,8
Ni 232,0 0,2 55 0,6-0,8
Pb 283,3 0,8 4,0 0,8

Sb 217,6 0,2 7,0 0,8
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Antes da quantificacdo dos analitos foi feita a otimizagdo do programa de
tempo e temperatura para cada elemento nas amostras sélidas e nas solu¢des de
referéncia aquosa. Apos, foi feita a curva de calibracdo do instrumento utilizando
solucdes de referéncia aquosa. Foi avaliada também, a necessidade da utilizacao
de modificadores quimicos, como paladio, acido oxalico e &gua.

Para a comparagcdo dos resultados, as amostras foram previamente
decompostas em um forno de microondas Anton Paar (modelo Multiwave 3000
Graz, Austria) equipado com frascos de quartzo com capacidade para 80 mL.
Esse sistema possui sensores que permitem medir a temperatura e a pressdo em
tempo real em todos os frascos, com temperatura e pressdao maximas de trabalho
de 280 °C e 80 bar, respectivamente. Para este procedimento, as amostras foram
pesadas em uma balanca eletro-mecéanica (Mettler Toledo modelo AG245,
Alemanha) com resolucéao de 0,01 mg e transferidas para os frascos de quartzo.

As determinacfes de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb nas soluc¢des obtidas por
decomposicdo da amostra em sistema de alta pressédo, foram feitas em um
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(PerkinElmer, modelo Optima 4300 DV, Shelton, USA) na vista axial, equipado
com nebulizador pneumatico concéntrico (Meinhard modelo TR-50-C1,
www.meinhard.com, Colorado, USA) acoplado a uma camara de nebulizacéo
ciclonica (Glass Expansion, http://www.geicp.com, Austrélia). Os dados foram
obtidos através da integracdo dos sinais usando trés pontos por pico e dois
pontos para a correcao de fundo.

Os elementos também foram determinados por ICP-MS (PerkinElmer,
modelo ELAN DRCII, http://www.perkinelmer.com, USA), equipado com camara
de nebulizacéo ciclénica (Glass Expansion, Inc., http://www.geicp.com, Australia)

e nebulizador concéntrico (Meinhard Associates, EUA).

3.2. Reagentes

A agua utilizada neste trabalho foi destilada, desionizada em coluna de
troca ibnica e, desionizada em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA),
apresentando resistividade final de 18,2 MQ cm. O acido nitrico concentrado P.A.
(Art. n° 100452.1000, 65%, 1,4 kg L™, Merck, Darmstadt, Alemanha) foi destilado
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abaixo de seu ponto de ebulicdo em sistema de quartzo (Milestone, modelo
duoPur 2.01E, Bergamo, Italia).

As solugOes de calibracdo empregadas nas determinacdes dos elementos
por DSS-GF AAS, ICP OES e por ICP-MS foram preparadas a partir da diluicdo
de uma solucéo de referéncia comercial multielementar SCP33MS (SCP Science
PlasmaCAL 140-130-325 Quebec, Canada) de 10 mg L™ em de HNO3 5% (v/v).

A solucao de paladio foi preparada a partir de solucdo estoque de 10 + 0,2

g L de Pd, na forma de Pd(NOs), em HNOs 15% viv (Merck Art. n° 107289,
http://www.merck.com, Alemanha). Esta solu¢do foi, posteriormente, diluida 50
vezes em HNOj; 0,2% v/v. A solucdo de acido oxdlico (H.C,O, Merck,
http://mww.merck.com, Alemanha) 5% (m/v) foi preparada a partir da dissolucao
do acido em agua e a solucéo de acido nitrico foi preparada a partir da diluicdo do
acido a 10% v/v em agua.

O gas utilizado na determinacdo dos analitos por ICP OES, ICP-MS e GF
AAS foi argbnio de 99,999% de pureza proveniente da empresa White Martins

(Séo Paulo, Brasil).

3.3. Materiais diversos

Toda a vidraria e materiais comuns de laboratorio foram lavados e
descontaminados por imersdo em HNO3; 10% (v/v) por, pelo menos, 24 h e,
posteriormente, enxaguados com agua ultra pura.

As amostras foram diluidas e armazenadas em frascos de polipropileno
(Sarstedt, http://www.sarstedt.com, Alemanha) com capacidade maxima de 50

mL.

3.4. Amostras

As amostras de ferro aminoacido quelato sdo compostas por cerca de 19%
de ferro e apresentam coloracdo marrom avermelhado e granulometria de 80
mesh, segundo informac@es do fabricante. Estas foram adquiridas diretamente de
fornecedores de matéria-prima para a industria farmacéutica. As amostras foram
secas em estufa (Nova Etica, modelo 400/2ND 300) a 70 °C por 2 horas.
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3.5. Procedimento de decomposicéo

3.5.1. Decomposicéo assistida por microondas em sistema fechado

Para o processo de decomposicao da amostra de ferro aminoacido quelato
foram transferidos cerca de 150 mg de amostra para frascos de quartzo e
adicionado 6 mL de HNOj3; concentrado.

Em seguida, os frascos foram fechados e colocados no interior do forno de
microondas onde foram submetidos a um programa de aquecimento, conforme
Tabela 3. Apés o resfriamento, as solucdes foram transferidas para frascos de
polipropileno e aferidas a 30 mL com &gua purificada. Essas solu¢des foram,
posteriormente, diluidas 4, 10 ou 100 vezes, conforme a técnica usada e o
elemento determinado. As amostras em branco foram preparadas com o0s

mesmos reagentes e submetidas ao mesmo tratamento descrito anteriormente.

Tabela 3. Programa de irradiagcdo de microondas empregado para decomposicdo da

amostras.
L Rampa Tempo de
Poténcia . o )
Etapa w) (min) irradiacdo  Exaustéo
(min)

1 1000 20 20 Fanl

2 1000 0 20 Fan 1

3 0 0 0 Fan 2

No programa de aguecimento do forno de microondas, a taxa de aumento
de pressdo maxima foi 0,8 bar s, a temperatura maxima 280 °C e a pressdo

maxima 80 bar.
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3.6. Procedimentos para determinac¢ao dos elementos

3.6.1. Determinacao de metais por DSS-GF AAS

3.6.1.1 Curvas de pirdlise e atomizacéo

Inicialmente o forno e as plataformas de grafite foram descontaminadas
através da aplicacao de ciclos de aquecimento consecutivos até que os valores
de branco fossem considerados despreziveis (absorbancia integrada inferior a
0,002 s).

Posteriormente, foram estabelecidas curvas de pirdlise e atomizagcédo para
cada elemento tanto na amostra sélida quanto na solugéo de referéncia aquosa.
Isto possibilitou uma melhor avaliacdo do comportamento térmico de cada
elemento na solucdo de referéncia aquosa e na amostra solida. Os resultados
obtidos para a amostra em absorbéancia integrada foram normalizados para 1 mg
de amostra (s mg™). Através da observacdo das curvas de pirdlise e atomizacdo
para a amostra soOlida e para a solucdo de referéncia aquosa foi avaliada a
utilizacédo de diferentes modificadores quimicos. Na avaliagdo do comportamento
térmico e na determinacdo dos analitos foi utilizado modificador quimico. Para
As, Cr, Mn, Ni e Sb foi adicionada 20 pL de agua sobre a amostra. Entretanto
para Ag e Pb foi adicionado 20 pL de uma solucdo contendo 4 pg de paladio. O
programa de tempo e temperatura para quantificacdo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e
Sh, que foi otimizado com a construcdo das curvas de pirolise e atomizacao, esta

demonstrado na Tabela 4.

3.6.1.2 Estudo do comportamento térmico da amostra

Apés o estudo do comportamento térmico dos analito tanto na amostra
sélida quanto na solucéo de referéncia aquosa, foi estabelecida uma curva de
perda de massa de amostra de ferro aminoacido quelato da plataforma de grafite
durante o aumento da temperatura de pirélise. Para isto, pesou-se cerca de 5 mg
de amostra na plataforma de grafite e, em seguida, foi aplicado um programa de
aquecimento. Este programa foi constituido de uma etapa de secagem (120 °C,
10 °C s *, 30 s), seguido de uma etapa de pirélise (100 a 1100 °C, 10 °C s *, 60
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s). Apoés o resfriamento, a plataforma foi retirada do forno de grafite e realizou-se
a pesagem desta sem a remoc¢ao do material residual e, novamente, a plataforma
foi introduzida no tubo de grafite para a aplicacdo de um novo ciclo de
aguecimento com aumento crescente da temperatura da etapa de pirdlise.

Os dados foram representados graficamente, com as temperaturas no eixo
das abscissas (x) e os valores de massa relativa, determinados considerando a

massa inicial como 100%, no eixo das ordenadas (y).
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Tabela 4. Programa de aguecimento empregado para a determinacdo de Ag, As, Bi, Cd,
Cu, Pb e Sb em ferro aminoacido quelato.

Elemento
Etapa Ag As Cr Mn Ni Pb  Sb
Secagem
Temperatura, °C 120 120 120 120 120 120 120
Rampa, °C s™ 100 10 10 10 10 10 10
Tempo, s 40 40 40 40 40 40 40
Temperatura, °C 140 140 140 140 140 140 140
Rampa, °C s™ 100 10 10 10 10 10 10
Tempo, s 20 20 20 20 20 20 20

Vazdo de Ar,L.mint 05 05 05 05 05 05 05

Pirdlise
Temperatura, °C 800 1000 1400 1200 1400 800 1200
Rampa, °C s™ 100 100 100 100 100 100 100
Tempo, s 30 30 30 30 30 30 30

Vazdo de Ar, Lmin? 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Atomizacao
Temperatura, °C 1800 2400 2600 2200 2600 2200 2200
Rampa, °C s* 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Tempo, s 10 15 12 10 12 10 8

Vazdo de Ar,Lmin* 0,0 0,0 0-05 0-05 0-05 00 0,0

Etapa de limpeza*: temperatura 2600 °C, rampa 3000 °C s, tempo 5 s.

*Etapa de limpeza: aplicada apos a etapa de atomizagao.
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As curvas de calibracdo para todos os analitos investigados neste trabalho
foram construidas pipetando quantidades crescentes de solucdo de referéncia
aquosa diretamente na plataforma cujo volume foi variado de 1 a 20 pL. As curvas
de calibracéo foram estabelecidas a partir dos sinais em absorbancia integrada. A
amostra foi pesada diretamente na plataforma e introduzida no interior do forno de
grafite onde foi submetida a repetidos ciclos de aquecimento, de acordo com 0s
respectivos programas de aquecimento que estdo apresentados na Tabela 3. A
massa empregada na determinagcéo de Cr variou de 0,1 a 0,7 mg, para Ni foram
utilizadas massas entre 0,1 a 0,9, para As e Sb esta foi de 0,2 a 0,9 mg, para Ag
foram empregadas massas entre 0,1a 1,9 mg, para Mn esta foi de 0,1 a 0,4 mg e
para a quantificacdo de Pb a massa utilizada variou entre 0,1 a 2,5 mg.

A eficacia dos modificadores quimicos (solu¢cdo contendo 4 pg de paladio,
acido oxalico 5%, acido nitrico 10% e agua) foi avaliada adicionando-se 20 pL de
uma solugdo contendo os modificadores sobre a amostra na plataforma antes
desta ser introduzida no atomizador.

Os limites de deteccdo e quantificacdo para cada elemento foram
calculados considerando a maxima quantidade de amostra que poderia ser
introduzida no forno de grafite assegurando porém, que o sinal de absorbancia
integrada esteja situado dentro da faixa linear usada para cada elemento, levando
em consideracdo o branco analitico, seguindo a recomendacao da IUPAC (branco

+ 30 e branco +100, n = 10).

3.6.2. Determinacéo de metais por ICP OES e ICP-MS

Para a determinacéo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb nas amostras de ferro
aminoacido quelato por ICP OES e por ICP-MS, as amostras previamente
decompostas em sistema fechado, foram diluidas 4, 10 e 100 vezes, conforme a
concentragdo e a técnica empregada para a determinacdo dos analitos. As

condi¢Bes operacionais do instrumento estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Parametros operacionais utilizados na quantificagdo dos elementos por ICP

OES e ICP-MS.
Parametros ICP OES ICP-MS
Poténcia do gerador de
radio frequéncia (W) 1400 1350
Vazao de argonio
principal (L min™) 15 15
Vazao de argonio
auxiliar (L min™) 0,2 1,2
Vazdo de argb6nio do
nebulizador (L min™) 0,6 1,03
Elemento Comprimento de Razao

onda A (nm) massa/carga (m/z)

Ag 338,289 107
As 193,696 75
Cr 357,869; 267,716 52
Mn 259,372; 257,61 55
Ni 231,604 60
Pb 220,353 206
Sb 206,836 121

As curvas de calibracdo para a determinacdo dos analitos por ICP-OES e
ICP-MS, foram preparadas a partir da solucdo multielementar (SCP 33 MS). Para
a determinacéo dos analitos por ICP OES a faixa de concentracéo da curva foi de
5a 100 pg L™. Entretanto para a determinacéo dos analitos por ICP-MS a faixa de
concentracdo da curva de calibracdo foi entre 0,025 a 10 pg L. Foram
realizados ensaios de recuperacdo dos analitos adicionando-se concentracfes
conhecidas dos elementos de interesse nas solucdes, apdés decomposicao da

amostra.
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3.6.3. Comparacdo estatistica dos resultados obtidos por DSS-GF AAS e

pelas diferentes técnicas comparativas

Para a comparacéo dos resultados obtidos por DSS-GF AAS, ICP OES,
ICP-MS e NAA foi utilizado o programa estatistico Insttat 3.0 (Graph Pad
Software). Quando a comparacdo envolveu duas médias utilizou-se o teste t-
student. Entretanto, para a comparacdo de um numero de valores superiores
utilizou-se a analise de variancia (ANOVA), optando-se pelo teste de mudltiplas
comparacdes de Tukey-Kramer. O nivel de confianca para a investigacao dos
resultados foi 95%.

A Figura 7 apresenta um fluxograma com todas as etapas dos
procedimentos empregados na quantificacdo dos elementos nas amostras de

ferro aminoacido quelato.

3.7. Andlise das plataformas de grafite por espectrometria de fluorescéncia
de raios-X (EDX)

As plafaformas de grafite contendo particulas depositadas pelos sucessivos
aquecimentos da mesma contendo amostra foram encaminhas para um
Laboratatorio da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto
Alegre, para serem analisas por espectrometria de fluorescéncia de raios-X
(EDX).
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Figura 7. Fluxograma com os procedimentos empregados para a determinacdo de Ag,

As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb nas amostras de ferro aminoacido quelato.



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Estudo das interferéncias da amostra de ferro aminoécido quelato na GF
AAS

Durante os estudos preliminares do comportamento térmico da amostra de
ferro aminoacido quelato por GF AAS foi verificado o surgimento de particulas na
plataforma de grafite apés o término do programa de aquecimento. Segundo a
analise da plataforma contendo essas particulas e das particulas removidas da
plataforma, por espectrometria de fluorescéncia de raios-X, estas sdo compostas
majoritariamente por ferro e carbono (Figuras 8 e 9). O aumento do nimero de
particulas na plataforma de grafite foi proporcional ao aumento de massa de
amostra na plataforma e ao uso continuo desta plataforma com as amostras. Foi
verificado que a plataforma de grafite ndo pode ser mais utilizada para a
determinacdo de elementos em temperaturas entre 400 e 800 °C, quando esta
apresenta certa quantidade de particulas depositadas, pois o0 corretor baseado no
efeito Zeeman nao consegue corrigir o sinal de fundo. Provavelmente, o
aquecimento da plataforma contendo essas particulas, vaporiza compostos que
interferem na correcédo do sinal de fundo. O sinal obtido com a plataforma vazia

contendo particulas depositadas pode ser visualizado na Figura 10.

Figura 8. Registro microfotografico da plataforma de grafite com as particulas
depositadas; (A) plataforma com varias particulas formadas apds o ciclo de
aquecimento desta com a amostra; (B) detalhe da superficie de particula

removida da plataforma.
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Figura 9. Espectro obtido pela andlise de espectrometria de fluorescéncia de raios-X
(EDX) das particulas removidas da plataforma apés ciclos de aquecimento

(secagem 120 °C, pir6lise 800 °C e atomizacgéao 2400 °C).
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Figura 10. Sinal obtido apds o aquecimento da plataforma vazia contendo as particulas

depositadas

Outro problema verificado na amostra de ferro aminoacido quelato esta
relacionado ao comportamento térmico. Durante a etapa de pirdlise, a amostra

sofre um aumento no volume. Esse aumento, com a utilizacdo de massas
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maiores, interrompeu o caminho 6ptico no interior do forno de grafite, impedindo a
passagem da radiacdo da lampada de cétodo oco pelo atomizador. Como
consequéncia, nesta condicao, ndo foi possivel fazer a determinacéo dos analitos
na amostra sélida. A Figura 11 (A-E) apresenta cinco plataformas contendo
amostra sem ser aquecida e apos ser aquecida. A transformacdo da amostra com
aguecimento pode ser verificado na Figura 11(B).

Com a intencdo de solucionar estes problemas, foram testados alguns
modificadores quimicos. Como pode ser observado na Figura 11 (C-E), a adicédo
de &cido nitrico 10% v/v, acido oxalico 5% m/v e agua sobre a amostra antes
desta ser introduzida no interior do atomizador minimizou o efeito do aumento de
volume. A remocao de grande parte da matriz da amostra durante a etapa de
pirdlise, com a utilizacdo destes modificadores, retardou o surgimento das

particulas sobre a plataforma de grafite.

Figura 11. Plataforma de grafite com amostra de ferro aminoacido quelato (5 mg de
amostra): (A) plataforma com amostra antes do aguecimento; (B) plataforma
com amostra apds o ciclo de aquecimento (secagem 120 °C por 30 s, pirélise
800 °C por 30 s e atomizacdo 2400 °C por 8 s); (C) plataforma com amostra
apos o ciclo de aquecimento com 20 uL de agua; (D) plataforma com amostra
ap6s o ciclo de aguecimento com 20 pL de &cido oxalico 5% mlv; (E)
plataforma com amostra apés o ciclo de aquecimento com 20 pL de &cido

nitrico 10% v/v.

Desta maneira, com o intuito de aumentar a vida util da plataforma de

grafite foram adicionados 20 pL de agua sobre a amostra durante as otimizagfes
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e na determinagéao de As, Cr, Mn, Pb e Sb ou 20 pyL de uma solugéao contendo 4
Hg de Pd sobre a amostra para o estudo de Ag e Pb. Com a utilizagdo de ambos
os modificadores foi possivel aumentar a quantidade de massa de amostra
introduzida no interior do atomizador. Esse é um aspecto positivo, pois segundo
Belarra et. al.” o aumento da massa introduzida no atomizador pode ajudar a

diminuir o RSD das medidas nas técnicas de amostragem direta.

4.2. Comportamento térmico da amostra de ferro aminoacido quelato

Inicialmente, foi feito um estudo avaliando-se a perda relativa de massa da
amostra em funcdo da temperatura. Para isso pesou-se em torno de 5 mg de
amostra sobre a plataforma de grafite e foram feitos sucessivos ciclos de
aqguecimentos da plataforma contendo a amostra, aumentando-se
progressivamente a temperatura de pirdlise. A plataforma foi pesada a cada ciclo
de aquecimento, de modo a avaliar variagdes na massa da amostra.

De acordo com a Figura 12, a vaporizacdo do ferro aminoacido quelato
comeca em torno de 200 °C e nas temperaturas a partir de 1000 °C ndo é mais

observada perda de massa de amostra.

® BELARRA, M. A.; RESANO, M.; VANHAECKE, F.; MOENS, L.; Trends Anal. Chem. 21 (2002) 828-839.
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Figura 12. Perda de massa do ferro aminoacido quelato a partir da plataforma com o

aumento de temperatura de pirdlise.

Durante este estudo foi verificado que o aspecto da amostra apresentou
mudancas na temperatura em torno de 250 °C. Nesta temperatura, a amostra
aumentou seu volume e sua coloracdo mudou de vermelho para marrom escuro.
Sob temperatura em torno de 400 °C, a amostra apresentou uma coloracgéo preta.
A diminuicdo do volume da amostra foi observada com uma temperatura em torno
de 700 °C. No entanto, apesar de uma significativa reducdo na quantidade de
massa nesta temperatura, a plataforma ainda continha grande quantidade de

residuo de carbono amorfo e ferro.

4.2.1 Otimizacao da temperatura de pirolise e atomizacao

A otimizacdo do tempo e temperatura de pirolise e atomizacdo para a
determinacdo dos analitos por DSS-GF AAS foi feita por meio da avaliacdo das
curvas de pirdlise e atomizacdo construida para cada analito. Desta forma, &
possivel selecionar a maxima temperatura de pirdlise onde ndo € observada
perda de analito e a melhor temperatura de atomizacéo para o analito em estudo.
O sinal de fundo produzido pela amostra também é avaliado com a construcéo
destas curvas. Com este estudo € possivel selecionar a melhor temperatura de
pirdlise e atomizacdo onde é observada a maxima sensibilidade com o minimo

sinal de fundo.
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Deste modo, com o intuito de avaliar o comportamento do analito na
amostra de ferro aminoacido quelato e na solucdo de referéncia aquosa foram
estabelecidas curvas de pirGlise e atomizacdo para a solucdo de referéncia
aguosa e para a amostra solida com adicdo de 20 uL de agua para o estudo do
As, Cr, Mn, Ni, Sb e também com 20 pL de uma solu¢éo contendo 4 ug de Pd,
para Ag e Pb. Devido a dificuldade em se pesar massas iguais para a amostra
sélida e facilitar a comparacdo do comportamento térmico dos analitos (amostra
sélida e solucao de referéncia aquosa), os sinais de absorbancia integrada das
amostras solidas foram normalizados para 1 mg de amostra.

Conforme a concentracdo dos analitos observada nos testes preliminares
na amostra de ferro aminoacido quelato, as curvas de pirélise e atomizacéo para
0s analitos estudados neste trabalho foram construidas na maxima sensibilidade
(uso da linha espectral principal do analito, vazao de argdnio interrompida durante
a etapa de atomizacdo e campo magnético modo 2-field, 0,8 T) ou com
sensibilidade reduzida (utilizacdo de linha espectral secundaria e/ou vazéo de
argonio durante a etapa de atomizacao e/ou campo magneético variavel — modo 3-
field, 0,6-0,8 T). Os analitos Ag, As, Pb e Sb foram determinados na maxima
sensibilidade. Enquanto Cr e Ni foram determinados utilizando vazdo de argbnio
durante a etapa de atomizacdo e campo magnético variavel — modo 3-field, 0,6-
0,8 T. Para manganés foram utilizados todos os recursos para reduzir a
sensibilidade (vazado de argbdnio durante a etapa de atomizacdo, campo magnético
variavel — modo 3-field, 0,6-0,8 T e linha analitica secundaria).

A amostra FAQL e solu¢des aquosas contendo 10; 30; 40; 1; 1; 0,4 e 0,025
ng para Ni, Cr, Mn, Sb, As, Pb e Ag, em HNO3 5% v/v , respectivamente, foram

empregadas para a otimizacdo do programa de aquecimento.

4.2.1.1. Otimizacédo do programa de aquecimento para niquel

Em funcéo da grande quantidade de niquel presente nas amostras utilizou-
se campo magnético variavel (modo 3-field, 0,6-0,8 T) e vazéo de argdnio durante
a etapa de atomizacdo. A curva de pirdlise para a amostra soélida e para a solucao
de referéncia aquosa foi obtida fixando-se a temperatura de atomizacdo em 2600

C° por 12 s e variando-se a temperatura de pirélise de 400 a 2200 °C por 30 s,
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tempo escolhido arbitrariamente. O sinal para Ni na amostra solida apresentou
melhor sensibilidade nas temperaturas de pir6lise entre 1400 a 1800 °C (Figura
13). Os sinais de fundo para a amostra sélida, durante a etapa de pirGlise
apresentaram baixos valores de absorbancia (Figura 14).

Na solucéo aquosa, o sinal do Ni se manteve estavel entre as temperaturas de
400 a 1400 °C (Figura 13). A temperatura maxima para a etapa de pir6lise sem
perdas de analito foi mais elevada para a amostra sélida (1800 °C) do que para a
solucdo de referéncia aquosa (1400 °C), neste caso, a matriz parece dificultar a
vaporizacao do analito.

Para a otimizacao da temperatura de atomizacdo para a amostra sélida e para
a solucao de referéncia aquosa, a temperatura de pirélise foi fixada em 1400 °C
por 30 s. O intervalo de temperatura de atomizacéo investigado foi de 2000 a
2600 °C, com um tempo de integracdo de 12 s. Em temperaturas inferiores a 2400
°C ocorreu uma integracédo incompleta do sinal do Ni na amostra solida e na
solucdo aquosa, pois o sinal analitico ndo retornou completamente a linha base.
O sinal de fundo na amostra solida aumentou com o aumento da temperatura de
atomizacéao (Figura 14).

Portanto, para a determinacdo de niquel nas amostras de ferro aminoacido
guelato, as temperaturas de pirdlise e atomizacao foram fixadas em 1400 °C por

30 s e 2600 °C por 12 s, respectivamente.
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aquosa (10 ng de niquel). Os valores de absorbancia integrada para a
amostra soélida foram normalizados para 1 mg de amostra. Barras verticais

representam o desvio padrdo (n =3).
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Figura 14. Variacdo do sinal de fundo para Ni em altura: ¢ solugdo aquosa; = amostra

sélida (utilizando massas de amostra entre 0,2 a 0,5 mg). Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).
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4.2.1.2 Otimizagao do programa de aguecimento para cromo

Em vista da elevada concentracdo de Cr nas amostras de ferro aminoacido
guelato, assim como para niquel, as curvas de pir6lise e atomizacdo foram
obtidas utilizando vazdo de argbnio durante a etapa de atomizacdo além da
aplicacdo de campo magnético variavel (modo 3-field, 0,6-0,8 T).

A curva de pirdlise para a amostra solida e para a solucdo de referéncia
aquosa foi obtida fixando-se a temperatura de atomizacdo em 2600 °C por 12 s e
variando-se as temperaturas de pirélise de 400 a 2200 °C por 30 s (tempo
escolhido arbitrariamente). O sinal analitico do cromo na amostra sélida e na
solugcdo aquosa permaneceu praticamente constante durante as temperaturas
entre 400 a 1400 °C (Figura 15). Como observado na curva de pirdlise para
niquel, a temperatura maxima sem perdas de analito na solugdo de referéncia
aquosa (1400 °C) foi menor que a observada na amostra sélida (1800 °C). O sinal
de fundo para a amostra solida apresentou valores de absorbancia relativamente
elevados, mas foi aparentemente corrigido pelo corretor do equipamento que
corrige até 1,5 unidades de absorbancia em altura (Figura 16).

Para a otimizacdo da temperatura de atomizacdo na amostra solida e na
solucéo de referéncia aquosa a temperatura de pirélise foi fixada em 1400 °C por
30 s e a temperatura de atomizacdo variada de 2000 a 2600 °C por 12 s. Foi
verificada uma diminuicdo na sensibilidade na solucdo aquosa de cromo nha
temperatura de 2600 °C, provavelmente em virtude do processo de difusdo do
analito. Entretanto, em temperaturas inferiores a 2600 °C, ndo ocorreu a
integracdo completa do sinal analitico na amostra sélida (ndo houve retorno
completo a linha de base). Assim, a temperatura de atomizacdo selecionada foi
de 2600 °C. Cabe ressaltar que esta condicao foi similar aquela usada em outros
trabalhos referentes a determinacdo de cromo.****'° O sinal de fundo, assim como
observado para niquel, aumentou com o aumento da temperatura de atomizacao
(Figura 16).

1% MARQUES, M. J.; SALVADOR, A.; MORALES-RUBIO, A.; LA GUARDIA, M.; Microchem. J. 62 (1999) 363-370.
10 MIERZWA, J.; SUN, Y.-C.; YANG, M-H.; Spectrochim. Acta Part B 53 (1998) 63-69.
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Desta maneira, a temperatura de pirélise e atomizacdo, selecionadas para a

quantificagdo de cromo nas amostras de ferro aminoécido quelato foi 1400 °C por

30 s e 2600 °C por 12 s, respectivamente.
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Figura 15. Curvas de pirélise e atomizacdo para cromo: m amostra; ¢ solucdo aquosa (30

ng de cromo). Os valores de absorbéancia integrada para a amostra sélida
foram normalizados para 1 mg de amostra. Barras verticais representam o

desvio padrao (n = 3).
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Figura 16. Variacdo do sinal de fundo para Cr em altura: ¢ solucdo aquosa; m amostra
sélida (utilizando massas de amostra entre 0,2 a 0,4 mg). Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).

4.2.1.3. Otimizacdo do programa de aquecimento para manganés

Ja que as amostras continham alta concentracdo de manganés, as curvas
de pirdlise e atomizacdo foram construidas utilizando vazao de argdnio durante a
etapa de atomizacao, linha analitica secundaria (403,1 nm, cerca de 10 vezes
menos sensivel que o comprimento de onda principal, 279,5 nm) e campo
magnético variavel (modo 3-field, 0,6-0,8 T).

Para a otimizacdo da temperatura de pirdlise para manganés na amostra
sélida e na solucao de referéncia aguosa, a temperatura de atomizacao foi fixada
em 2400 °C por 10 s e a temperatura de pirélise variada de 400 a 1600 °C por 30
s (tempo escolhido arbitrariamente). A temperatura maxima de pirolise observada
foi 1200 °C, nesta temperatura ndo ha perdas do analito, tanto na amostra sélida
guanto na solucéo aquosa (Figura 17). O sinal de fundo na amostra sélida e na
solucdo de referéncia aquosa apresentou valores relativamente elevados, mas
provavelmente, corrigido pelo corretor utilizado no equipamento (Figura 18).

Para a otimizacdo da temperatura de atomizacdo para Mn na amostra
sélida e na solucéo de referéncia aquosa, a temperatura de pirdlise foi fixada em

1200 °C por 30 s e a temperatura de atomizagao variada de 2000 a 2600 °C por
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10 s. Na temperatura de 2000 °C, tanto na amostra sélida quanto na solucédo de
referéncia aquosa, os sinais analiticos ndo foram completamente integrados. Na
solucdo de referéncia aquosa foi observada perda de sensibilidade somente na
temperatura de 2600 °C enquanto na amostra sélida foi observado perda na
sensibilidade nas temperaturas a partir de 2400 °C. (Figura 17). O sinal de fundo
para a amostra solida aumentou com o aumento da temperatura de atomizagao
(Figura 18).

Assim, a temperatura de pirélise e atomizacdo selecionada para a
determinacdo de manganés nas amostras de ferro aminoacido quelato foi 1200 °C
por 30 s e de 2200 °C por 10 s, respectivamente.
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Figura 17. Curvas de pir6lise e atomizacdo para manganés: m amostra; ¢ solucdo
aquosa (40 ng de manganés). Os valores de absorbancia integrada para a
amostra sélida foram normalizados para 1 mg de amostra. Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).
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Figura 18. Variacdo do sinal de fundo para Mn em altura: ¢ solucdo aguosa; m amostra
solida (utilizando massas de amostra entre 0,2 a 0,5 mg). Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).

4.2.1.4 Otimizacédo do programa de aquecimento para antiménio
As curvas de pirdlise e atomizacdo foram construidas na maxima

sensibilidade.

As curvas de pirdlise para Sb na amostra solida e na solucédo de referéncia
aquosa foram obtidas fixando-se a temperatura de atomizacdo em 2200 °C por 8
s e variando-se a temperatura de pirélise de 400 a 1600 °C. O sinal analitico
manteve-se constante até a temperatura de 1200 °C, tanto para a amostra quanto

para a solucéo de referéncia aquosa (Figura 19).

Posteriormente, fixou-se a temperatura de pirélise em 1200 °C por 30 s para
a amostra sélida e para a solucéo de referéncia aquosa e variou-se a temperatura
de atomizacdo entre 1800 a 2600 °C por 8 s. Em temperaturas de atomizacéo
superiores a 2200 °C foi observada perda de sensibilidade tanto na amostra
sélida quanto na solucéo de referéncia aquosa (Figura 19). Assim, a temperatura
de compromisso de atomizacédo foi fixada em 2200 °C, pois nesta temperatura
foram observados os melhores valores de absorbancia tanto na amostra solida

guanto na solucéo de referéncia aquosa.
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As curvas de temperatura de pirélise e atomizacdo do antimdnio na solucéo
de referéncia aquosa e na amostra soélida apresentaram um comportamento
similar (Figura 19). Sendo assim, a temperatura de pirdlise e atomizagéo
selecionada para a quantificacdo de Sb foi de 1200 °C por 30 s e 2200 °C por 8 s,

respectivamente.
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Figura 19. Curvas de pirdlise e atomizacéo para antimdnio: m amostra; ¢ solu¢cdo aguosa

(1 ng de antiménio). Os valores de absorbancia integrada para a amostra
sélida foram normalizados para 1 mg de amostra. Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).

4.2.1.5. Otimizacdo do programa de aquecimento para arsénio

Conforme verificado nos testes preliminares nas amostras de ferro
aminoacido quelato, foi possivel obter as curvas de pirdlise e atomizacdo para
arsénio na amostra soélida e na solucéo referéncia aquosa utilizando as condicfes
de méaxima sensibilidade.

Com as temperaturas de atomizacao fixadas em 2200 e 2400 °C por 12 s na
solucdo de referéncia e na amostra solida, respectivamente, variou-se a
temperatura de pirdlise de 400 a 1600 °C por 30 s. O sinal analitico permaneceu
praticamente constante no intervalo de temperatura entre 400 a 1000 °C tanto

para o arsénio na solucao de referéncia aguosa quanto na amostra soélida (Figura
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20). O sinal de fundo apresentou baixos valores, possivelmente corrigido pelo
corretor do equipamento (Figura 21).

Para a otimizacdo da temperatura de atomizacao, a temperatura de pirdlise foi
fixada em 1000 °C por 30 s. O intervalo de temperatura de atomizacao
investigado foi de 2000 a 2600 °C, com um tempo de integracdo de 12 s. Na
temperatura de 2000 °C os sinais analiticos apresentaram sinal ndo gaussiano
com demora para o retorno a linha base apds o maximo de absorbancia, tanto na
amostra sélida quanto na solugéo de referéncia aquosa. Na temperatura de 2200
°C na amostra sélida o sinal analitico também n&o integrou completamente. A
temperatura 6tima de atomizacdo para o0 arsénio tanto na amostra quanto na
solucdo de referéncia aquosa foi de 2400 °C (Figura 21). O sinal de fundo
apresentou dependéncia com o aumento da temperatura de atomizacao (Figura
21). Deste modo, a temperatura de pirGlise e atomizacdo selecionada para a
determinacao de arsénio foi 1000 e 2400 °C, respectivamente.
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Figura 20. Curvas de pirélise e atomizagéo para arsénio: m amostra; ¢ solu¢do aquosa (1
ng de arsénio). Os valores de absorbancia integrada para a amostra sélida
foram normalizados para 1 mg de amostra. Barras verticais representam o

desvio padrao (n = 3).
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Figura 21. Variacdo do sinal de fundo para As em altura: ¢ solucdo aquosa; m amostra

sélida (utilizando massas de amostra entre 0,1 a 0,8 mg). Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).

4.2.1.6. Otimizacdo do programa de aquecimento para chumbo

Para Pb, as curvas de pirolise e atomizacdo foram obtidas utilizando o
comprimento de onda principal do analito, vazéo interrompida de argénio durante
a etapa de atomizac&o e campo magnético no modo 2-field.

Para o estudo do comportamento térmico do Pb durante a etapa de pirdlise
na amostra solida e na solu¢do aquosa, a temperatura de atomizacao foi fixada
em 1800 °C por 10 s e a temperatura de pirélise variada de 400 a 1200 °C por 30
s (tempo escolhido arbitrariamente) como mostra a Figura 22. Foi observado que
0 comportamento do Pb na etapa de pirdlise foi semelhante em ambas as
situacbes, amostra e solucdo aquosa (Figura 22). O chumbo apresentou
comportamento estavel em temperaturas até 600 °C na solucdo de referéncia
agquosa e na amostra solida. O sinal de fundo na amostra sélida apresentou pouca
variacdo e foi praticamente desprezivel durante o intervalo de temperatura
estudado (Figura 23).

Em relacdo a temperatura de atomizacdo, para a solucdo de referéncia
aguosa e para a amostra, a temperatura de pirdlise foi fixada em 600 °C por 30 s

e a temperatura de atomizacdo variada de 1600 a 2400 °C por 10 s. Conforme
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verificado na Figura 22, o sinal analitico do chumbo na solucdo de referéncia
aquosa foi muito similar ao sinal deste na amostra sélida. Para a amostra soélida,
ocorreu a integracdo completa do sinal analitico em 1600 e em 1800 °C. Foi
observado que o sinal de fundo para a amostra solida é desprezivel no intervalo
de temperatura estudado na etapa de atomizacdo (Figura 23). A temperatura de
atomizacgéao escolhida foi 1800 °C.
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Figura 22. Curvas de pirolise e atomizagdo para chumbo: = amostra; ¢ solucdo aguosa
(0,4 ng de chumbo). Os valores de absorbancia integrada para a amostra
sélida foram normalizados para 1 mg de amostra. Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).
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Figura 23. Variacdo do sinal de fundo para Pb em altura: ¢ solucdo aquosa; m amostra
sélida (utilizando massas de amostra entre 0,8 a 1,1 mg). Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).

Conforme verificado nas curvas de pirdlise e atomizacdo para a amostra
sélida e para a solucdo de referéncia aquosa, as melhores temperaturas de
pirdlise e atomizacdo para chumbo correspondem a 600 °C e 1800 °C,
respectivamente. A temperatura de 600 °C é muito baixa para remocéo da matriz
durante a etapa de pirdlise. Desta maneira, foi realizado um estudo para verificar
a maxima quantidade de amostra que pode ser introduzida no interior do
atomizador nestas condicfes. De acordo com os resultados obtidos, a maxima
guantidade de amostra introduzida foi em torno de 1 mg. Sendo assim, foi
realizado um estudo com utilizacdo de modificador quimico tanto para a amostra
sélida quanto para a solucdo de referéncia aquosa, com o intuito de introduzir

uma quantidade maior de massa no atomizador.

A influéncia de paladio sobre a temperatura de pir6lise e atomizacdo do
chumbo na amostra sélida foi verificada fixando-se as temperaturas de pirdlise e
atomizacdo em 800 °C e 2200 °C, respectivamente. Foram pesados entre 0,3 a
0,7 mg de amostra soélida e adicionado, antes de cada medida, 20 yL de uma

solucdo contendo 4 ug de Pd sobre a superficie da amostra. Para a solucéo de
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referéncia aquosa foi transferida uma aliquota de 0,4 ng desse elemento para a
atomizador juntamente com 4 pL de uma solugcdo contendo 4 pg de Pd. As
temperaturas de pirélise e atomizacdo foram fixadas em 800 °C e 2200 °C,
respectivamente. Durante a etapa de pirdlise, o sinal analitico permaneceu,
praticamente, constante até a temperatura de 1200 °C na solucdo aquosa,
enquanto que na amostra solida, este permaneceu constante até a temperatura
de 800 °C (Figura 24). Com a adicao de Pd tanto na amostra sélida quanto na
solucdo de referéncia aquosa, o sinal de fundo foi praticamente desprezivel na
faixa de temperatura de pir6lise e atomizacdo estudada, este apresentou uma
variacdo maior na temperatura de atomizacdo de 2400 °C para a amostra sélida
(Figura 25).

Desta maneira, as temperaturas de pirolise e atomizacdo selecionadas para
a determinagdo de chumbo nas amostras de ferro aminoacido quelato, com
adicdo de 20 pL de uma solucao contendo 4 pug de Pd foram 800 °C por 30 s e
2200 °C por 10 s, respectivamente. Foi verificado que utilizando essas condi¢des
foi possivel introduzir cerca de 2,5 mg de amostra para o interior do atomizador.
Desde modo, pode-se concluir que o aumento da temperatura de pirdlise
apresentou maior eficiéncia na remocao da matriz da amostra. Este modificador
também foi utilizado em outros trabalhos que determinaram a concentracdo de
chumbo em diversos tipos de matriz, com o intuito de aumentar a temperatura de
pirdlise para obter uma maior eficiéncia da remocéao da matriz da amostra durante

a etapa de pirdlise.'***3

M IMA, E. C.; KRUG, F. J.; ARRUDA, M. A. Z.; Spectrochim. Acta Part B 53 (1998) 601-611.
12 BOBROW SKA-GRZESIK, E.; JAKOBIK-KOLON, A.; J. Food Compos. Anal. 21 (2008) 326-331.
3 ACAR, O.; KILIC, Z.; TURKER, A. R.; Food Chem. 71 (2000) 117-122.
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Figura 24. Curvas de pir6lise e atomizacao para chumbo: ¢ solucdo aquosa (0,4 ng de
chumbo); A - solucdo aquosa (0,4 ng de chumbo e 4 ug de Pd); m amostra
sélida; + - amostra solida (contendo 4 ug Pd). Barras verticais representam o
desvio padrao (n = 3).
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Figura 25. Variacdo do sinal de fundo para Pb em altura: ¢ solugdo aquosa (0,4 ng de
chumbo); A solugéo aquosa (0,4 ng de chumbo e 4 ug de Pd); = amostra solida,
utilizando massas de amostra entre 0,8 a 1,1 mg; A amostra sélida (contendo 4
pg Pd), utilizando massas de amostra entre 0,5 a 1,0 mg. Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).
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4.2.1.7 Otimizagéo do programa de aquecimento para prata

As curvas de pirdlise e atomizacdo para a prata foram obtidas na maxima
sensibilidade, pois nos testes preliminares, foi verificado que as amostras de ferro
aminoacido quelato continham baixas concentra¢cfes de prata.

Para a otimizacdo da temperatura de pir6lise na amostra sélida e na solugéo
de referéncia aguosa, a temperatura de atomizacao foi fixada em 1800 °C durante
10 s e a temperatura de pirdlise foi variada de 400 a 1200 °C por 30 s, tempo
escolhido arbitrariamente (Figura 26). Foi observado que a prata € estavel em
temperaturas até 800 °C para a amostra sélida. Entretanto, para a solucdo de
referéncia aquosa foi observada uma pequena diminuicdo na sensibilidade nesta
temperatura (Figura 26). O sinal de fundo na amostra solida foi, praticamente,

desprezivel (Figura 27).

Para selecionar a temperatura Otima de atomizacdo a temperatura de
pirdlise foi fixada em 600 °C na solucdo de referéncia e em 800 °C na amostra
sélida por 30 s e a temperatura de atomizacéo variada de 1600 a 2200 °C por 10
s (Figura 26). Na temperatura de 1600 °C o sinal analitico ndo foi completamente
integrado para a amostra sélida. A Figura 27 demonstra que o sinal de fundo na

amostra solida foi desprezivel no intervalo de temperatura estudado.
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Figura 26. Curvas de pirélise e atomizacao para prata: m amostra; ¢ solucdo aquosa
(0,025 ng de prata). Os valores de absorbéancia integrada para a amostra
sOlida foram normalizados para 1 mg de amostra. Barras verticais

representam o desvio padréo (n= 3).
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Figura 27. Variacdo do sinal de fundo para Ag em altura: ¢ solucdo aguosa; m amostra
sélida (utilizando massas de amostra entre 0,5 a 0,7 mg). Barras verticais

representam o desvio padréo (n = 3).

Considerando a volatilidade da prata decidiu-se verificar a influéncia do

paladdio sobre o sinal analitico tanto na amostra sdélida quanto na solucdo de
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referéncia aquosa. Muitos autores, com intuito de aumentar a temperatura de
pirlise para, desta maneira, favorecer a remocao da matriz da amostra, também
utilizaram Pd como modificador quimico na determinacédo de prata em diversos
tipos de amostras.’****!° pPara este estudo, foi feita a curva de pirdlise fixando a
temperatura de atomizagcdo em 1800 °C por 10 s e curva de atomizagéao fixando-
se a temperatura de pirélise em 800 °C por 30 s, tanto para a amostra sélida
guanto para a solucao de referéncia aquosa. Conforme observado na Figura 28,
o sinal da prata na solucdo de referéncia aquosa permaneceu estavel até a
temperatura de 1000 °C. Na amostra solida, a adicdo de paladio ndo alterou a
temperatura Otima de pirdlise (800 °C). O sinal de fundo na amostra sélida
aumentou com o aumento da temperatura de atomizacdo. No entanto, este foi

desprezivel na faixa de temperatura estudada (Figura 29).

Deste modo, para a determinacdo de Ag nas amostras de ferro aminoacido
guelato optou-se em utilizar o paladio, pois a utilizacdo deste modificador permitiu
a utilizacdo de temperaturas mais elevadas na etapa de pirélise na solucao de
referéncia aquosa, sem a perda de analito, o que podera favorecer em uma
remocao mais eficiente da matriz da amostra. Assim, as temperaturas de pirélise
e atomizacao selecionadas para a determinacdo de prata nas amostras de ferro
aminoéacido quelato, foram 800 °C por 30 s e 1800 °C por 10 s, respectivamente,

com a utilizacéo de 20 pL de uma solucédo contendo 4 pg de paladio.

™ RESANO et. al.; Anal. Chim. Acta 571 (2006) 142-149.

14 BERMEJO-BARRERA, P.; MOREDA-PINEIRO, J.; MOREDA-PINEIRO, A.; BERMEJO-BARRERA, A.; J. Anal. At.
Spectrom. 13 (1998) 777-786.

115 XIAO-QUAN, S.; BEI, W.; J. Anal. At. Spectrom. 10 (1995) 791-798.

* BERMEJO-BARRERA, P.; MOREDA-PINEIRO, A.; MOREDA-PINEIRO, J.; BERMEJO-BARRERA, A.; Talanta 43
(1996) 1783 — 1792
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Figura 28. Curvas de pirélise e atomizagéo para prata: ¢ solucdo aquosa (0,025 ng de
prata); A solucdo aquosa (0,025 ng de prata e 4 ug de Pd); m amostra sélida;
amostra sélida (contendo 4 pg Pd). Barras verticais representam o desvio

padréo (n = 3).
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Figura 29. Variacéo do sinal de fundo para Ag em altura: ¢ solucdo aquosa (0,025 ng de
prata); A solucdo aquosa (0,025 ng de prata e 4 ug de Pd); = amostra sdlida,
utilizando massas de amostra entre 0,5 a 0,7 mg; A amostra sélida (contendo 4
pg Pd), utilizando massas de amostra entre 0,4 a 0,8 mg. Barras verticais

representam o desvio padrdo (n = 3).
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Cabe ressaltar, que a adicao de 4gua sobre a superficie da amostra diminui
a formacao de residuo apds o programa de aquecimento da amostra. No entanto,
com a utilizacdo de massas maiores foi observada a formagcdo de uma pequena
quantidade de residuo de carbono amorfo e ferro sobre a plataforma, que foi
facilmente removido com a utilizacdo de uma espéatula. A remocao dos residuos
da plataforma é importante para evitar a aglomeracdo de particulas, como ja

citado anteriormente, no item 4.1.

4.3. Sinais analiticos

Os sinais analiticos e os sinais de fundo nas amostras sélidas de ferro
aminoacido quelato e nas solugdes de referéncia aquosa foram avaliados nas
melhores condi¢cbes de temperaturas de pirdlise e atomizacéao.

O perfil dos sinais de Cr e de Ni nas amostras de ferro aminoacido quelato
e nas solucdes de referéncia aquosa, obtidos com sensibilidade reduzida, foram
similares (Figura 30 A e B). Os sinais analiticos nas amostras solidas foram
completamente integrados em 12 s, enquanto que na solucdo de referéncia
aquosa, a integracdo completa ocorreu em torno de 7 s. Conforme a Figura 30 A
e B, a vaporizacdo de ambos os analitos aconteceu, praticamente, no mesmo
instante que a matriz da amostra. Os sinais de fundo na amostra sélida
apresentaram altura de pico menor que 0,25 de absorbancia (em altura) para Ni e
menor que 0,20 de absorbancia (em altura) para Cr e foram, aparentemente,
corrigidos pelo efeito Zeeman.

Como comentado anteriormente, os testes preliminares indicaram que as
amostras de ferro aminoacido quelato continham altas concentracbes de Mn.
Desta maneira, os sinais analiticos do Mn foram obtidos com sensibilidade
reduzida. Conforme verificado na Figura 30 C, a integracdo completa do sinal de
Mn ocorreu em 8 s, enquanto que na solucao de referéncia aquosa, a integracéo
completa foi em torno de 5 s. Assim como observado para Cr e Ni, a vaporizacao
do Mn aconteceu, praticamente, no mesmo instante que a matriz da amostra. O
sinal de fundo na amostra soélida apresentou 0,4 de absorbancia (em altura) e,

aparentemente, foi corrigido pelo efeito Zeeman.
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Na Figura 30 E, estdo apresentados os sinais obtidos para a amostra solida
e para a solucdo aquosa contendo arsénio. Os sinais analiticos, obtidos na
sensibilidade maxima foram completamente integrados em 6 s na solucdo de
referéncia aquosa, enquanto na amostra soélida este foi integrado em 15 s. A
matriz da amostra vaporizou, praticamente, no mesmo instante que o sinal
analitico. O sinal de fundo na amostra sélida foi menor que 0,15 em absorbancia
(altura de pico).

Os sinais obtidos para Pb na amostra sélida e na solucédo de referéncia
estdo apresentados na Figura 30 F - G. O sinal analitico na amostra sdélida foi
totalmente integrado em 4 s, enquanto na solucdo de referéncia aquosa este foi
completamente integrado em 6 s. O sinal de fundo na amostra apresentou valores
de absorbancia insignificantes, completamente corrigidos pelo efeito Zeeman. No
entanto, o sinal de fundo na amostra sélida aumentou com a utilizacdo de massas
superiores a 2,7 mg, como observado na Figura 30 G.

Os perfis do Sb e da Ag na amostra solida e na solugédo de referéncia
aquosa foram similares, conforme exibido na Figura 30 D e H, respectivamente.
Os sinais analiticos de ambos os elementos foram completamente integrados em

6 s. Os sinais de fundo observados na amostra solida foram insignificantes.
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Figura 30. Perfil dos sinais analiticos na amostra sélida (-), perfil dos sinais analiticos na

solucéo de referéncia aquosa (-), perfil do sinal de fundo na amostra sélida (-)

e perfil do sinal de fundo na solugéo de referéncia aquosa (-).
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4.4. Efeito da massa de amostra e linearidade

A avaliacdo do efeito da massa de amostra sobre a concentracdo dos
analitos em estudo neste trabalho foi feita plotando-se a concentracdo do analito
versus a quantidade de massa introduzida no atomizador, considerando-se a faixa
de resposta linear do elemento. Os resultados foram avaliados através da ANOVA
(teste de comparacdo multipla Tukey-Kramer) considerando um intervalo de
confianca de 95% (p<0,05), utilizando o programa Insttat 3.0 (Graph Pad
Software). As massas de amostras empregadas para a quantificagdo dos analitos
nas amostras de ferro aminoacido quelato variaram entre 0,1 a 2,5 mg,
dependendo do analito determinado.

A faixa linear foi avaliada através do calculo dos residuos entre os valores
medidos e os valores calculados a partir da equacéo de regresséo. Este estudo
foi feito segundo recomendactes do Guia de Orientacdo Sobre Validacdo de
Métodos de Ensaios Quimicos, elaborado pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagéo e Qualidade Industrial.'*’ Para isso, calculou-se o valor de t através
da Equacéo 20:

_ | Xmedido - Xcalculado |

tcalculado_ S /\/ﬁ Equacéo 20
r

Onde:
S; = desvio padréo dos residuos

n = nimero de pontos

Se o valor de t calculado para um ponto duvidoso de uma curva de
calibracédo for menor ou igual ao valor t unilateral, para a confianca desejada e (n -
1) graus de liberdade, considera-se que 0 ponto pertence a curva e a faixa até
este ponto, € linear. Para todos os analitos, foi empregada a amostra FAQ1.

O estudo da influéncia da massa de amostra para cromo foi realizado
através de 17 medidas e nao foi observada diferenca significativa entre os valores
de massas entre 0,1 a 0,7 mg de amostra (Figura 31). Desta maneira, esta faixa

de massa foi empregada para a quantificacdo de Cr nas amostras de ferro

W INMETRO, DOQ-CGCRE-008 (2007).
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aminoacido quelato. A grande concentracdo de Cr nas amostras impediu a
introducdo de uma massa maior de amostra no atomizador, mesmo utilizando
recursos para diminuir a sensibilidade, como vazéo de argonio durante a etapa de

atomizacao e campo magnético variavel (modo 3 field, 0,6-0,8 T).
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Figura 31. Influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de Cr. ¢ representa
uma medida da amostra sélida. A linha preta é a média da concentracdo da

amostra e as linhas pontilhadas representam o desvio padrao das medidas.

O estudo da linearidade para Cr foi feito com emprego de solucbes de
referéncia aquosas. Este indicou que a faixa linear para cromo pode ser estendida
até 40 ng (Figura 32).
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Figura 32. Faixa linear para Cr em solugdo de referéncia aquosa; ¢ medidas dos
valores da solucao de referéncia aquosa utilizando aliquotas com massas
crescentes de cromo; (-) reta obtida através das medidas da solucdo de
referéncia aquosa utilizando o método dos minimos quadrados; (-----) limite

da faixa linear.

O calculo da massa caracteristica foi obtido utilizando recursos para
diminuir a sensibilidade, os quais foram citados anteriormente. Para a amostra
solida foi esta feita atraves da média de 15 medidas de cromo utilizando massas
distribuidas na faixa linear, entre 0,1 a 0,7 mg. O valor médio da massa
caracteristica para Cr na amostra solida foi de 354 + 10 pg, enquanto na solucao
de referéncia aquosa o valor encontrado foi de 355 + 11 pg (n = 5).

Para o estudo da influéncia da quantidade de massa introduzida no
atomizador para niquel foram feitas 16 medidas na amostra sélida de ferro
aminoéacido quelato. Os resultados do teste estatistico ANOVA demonstraram que
os valores de concentracdo obtidos utilizando massas entre 0,1 a 0,9 mg nao
diferem significativamente, conforme Figura 33. Assim como para cromo, o fator
limitante para o aumento de massa introduzida no atomizador foi a alta

concentracdo de niquel encontrada nas amostras de ferro aminoacido quelato.
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Figura 33. Influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de Ni. ¢ representa
uma medida da amostra solida. A linha preta é a média da concentracdo da

amostra e as linhas pontilhadas representam o desvio padrdo das medidas.

A faixa linear do niquel na solucdo de referéncia aquosa foi estendida até

40 ng, conforme Figura 34.
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Figura 34. Faixa linear para Ni em solucdo de referéncia aquosa; ¢ medidas dos
valores da solucdo de referéncia aguosa utilizando aliquotas com massas
crescentes de niquel; (-) reta obtida através das medidas da solugédo de
referéncia aquosa utilizando o método dos minimos quadrados; (-----) limite

da faixa linear.
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O valor da massa caracteristica para Ni foi calculado em uma condicédo de
baixa sensibilidade. O valor médio da massa caracteristica de niquel para a
amostra sdlida foi obtido a partir da média de 14 medidas, utilizando-se até 0,9
mg de massa de amostra. Para a amostra sélida, o valor da massa caracteristica
do Ni foi de 197 £ 12 pg, enquanto que para a solucao de referéncia aquosa, este
valor foi de 198 + 10 pg (n = 5). Os valores da massa caracteristica de Ni obtidos
na solucéo de referéncia aquosa e na amostra sélida demonstram concordancia.

No estudo da influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de
manganés, 32 medidas foram realizadas na amostra sélida. Com o intervalo de
95% (p<0,05), os resultados do teste ANOVA demonstraram que nao existe
diferenca significativa entre as concentragdes obtidas com a introducdo no
atomizador de massas entre 0,1 a 0,4 mg de amostra (Figura 35). Assim como
observado para cromo e niquel, o fator que limitou o aumento da quantidade de
amostra introduzida no atomizador foi a concentragdo de Mn encontrada nas
amostras de ferro aminoacido quelato, mesmo determinando o analito com
sensibilidade reduzida (linha secundaria, vazdo de argbnio durante a etapa de

atomizacao e campo magnético variavel — modo 3-field, 0,6-0,8 T).
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Figura 35. Influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de Mn. ¢ representa
uma medida da amostra solida. A linha preta € a média da concentracdo da

amostra e as linhas pontilhadas representam o desvio padrdo das medidas.
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Segundo o teste estatistico aplicado nas medidas de aliquotas da solucao

de referéncia aquosa, a faixa linear para manganés foi até 100 ng (Figura 36).
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Figura 36. Faixa linear para Mn em solugédo de referéncia aquosa; ¢ medidas dos
valores da solucao de referéncia aquosa utilizando aliquotas com massas
crescentes de manganés; (-) reta obtida através das medidas da solucdo de
referéncia aquosa utilizando o método dos minimos quadrados; (-----) limite

da faixa linear.

Assim como para Cr e Ni, o valor da massa caracteristica para Mn foi
calculado em uma condicdo de baixa sensibilidade. O valor da massa
caracteristica na amostra sélida foi obtido a partir de 17 medidas de manganés na
amostra sélida, utilizando massas entre 0,1 a 0,4 mg, distribuidas na faixa linear.
Para a amostra sélida o valor médio da massa caracteristica foi de 465 + 3 pg,
enquanto para a solucdo de referéncia aquosa, o valor médio da massa
caracteristica foi de 466 £+ 5 pg (n = 6), sendo os valores considerados
concordantes.

O estudo da influéncia da massa de amostra introduzida no atomizador
sobre a concentracdo de antimbnio nas amostras de ferro aminoacido quelato foi
feita através de 11 medidas e os resultados obtidos com o teste estatistico
ANOVA, considerando um intervalo de confianca de 95% (p < 0,05),
demonstraram que os valores de concentracdo nao diferem estatisticamente,

utilizando massas de amostra entre 0,1 a 0,9 mg de amostra (Figura 37). Massas
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de amostras superiores a 0,9 mg causam alguma interferéncia, provavelmente
fisica, que torna o sinal de fundo negativo, conforme verificado na Figura 38.
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Figura 37. Influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de Sb. ¢ representa
uma medida da amostra solida. A linha preta é a média da concentracdo da

amostra e as linhas pontilhadas representam o desvio padrdo das medidas.
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Figura 38. Perfil do sinal do antimbnio na amostra sdélida (-), perfil do sinal de fundo na

amostra sélida (-), utilizando massa de amostra em torno de 0,9 mg.

O estudo da linearidade de antimbénio na solucdo de referéncia aquosa

indicou que a faixa linear deste elemento foi até 3,6 ng (Figura 39).
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Figura 39. Faixa linear para Sb em solucdo de referéncia aquosa; ¢ medidas dos
valores da solucao de referéncia aquosa utilizando aliquotas com massas
crescentes de antimonio; (-) reta obtida através das medidas da solucéo de
referéncia aquosa utilizando o método dos minimos quadrados; (-----) limite

da faixa linear.

A massa caracteristica de antiménio na amostra solida foi calculada
através da média de 11 medidas empregando massas distribuidas entre 0,1 a 0,9
mg de amostra. A massa caracteristica na amostra solida foi de 20,6 + 0,2 pg,
enquanto que o valor médio da massa caracteristica do antimdénio na solucdo de
referéncia aquosa foi de 20,5 £ 1,0 pg (n = 5). Estes valores foram
estatisticamente concordantes.

O estudo da influéncia da massa de amostra introduzida no atomizador
sobre a concentracao de arsénio na amostra de ferro aminoacido quelato foi feito
através de 24 medidas da amostra sélida. Com um intervalo de 95% de confianca,
o teste estatistico ANOVA, indicou que massas de amostra entre 0,1 a 0,8 mg
podem ser utilizadas para a determinacdo de arsénio nas amostras de ferro
aminoacido quelato, pois a concentracdo obtida com essas massas de amostra
ndo apresentou diferenca estatistica significativa. A Figura 40 apresenta o
intervalo de massa de amostra utilizada para fazer a quantificacdo deste elemento
nas amostras de ferro aminoacido quelato. Cabe ressaltar, que nao foi possivel

aumentar a quantidade de massa de amostra introduzida no atomizador, pois
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massas maiores que 0,8 mg, interferiram na integracdo do sinal de arsénio, onde

o sinal analitico ndo voltou completamente a linha base.
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Figura 40. Influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de As. ¢ representa
uma medida da amostra sélida. A linha preta € a média da concentracdo da

amostra e as linhas pontilhadas representam o desvio padrdo das medidas.

No estudo da linearidade, com arsénio em solucdo de referéncia aquosa,
foi verificado que o limite superior da faixa linear foi de 6 ng de arsénio (Figura
41).
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Figura 41. Faixa linear para As em solugdo de referéncia aquosa; ¢ medidas dos
valores da solucao de referéncia aquosa utilizando aliquotas com massas
crescentes de arsénio; (-) reta obtida através das medidas da solucao de
referéncia aquosa utilizando o método dos minimos quadrados; (-----) limite

da faixa linear.

Para calcular a média do valor da massa caracteristica, foram
consideradas 7 medidas de arsénio para a amostra solida. Utilizando-se massas
de amostra entre 0,1 e 0,8 mg, o valor médio da massa caracteristica de arsénio
na amostra solida foi 24,7 £ 0,4 pg. A massa caracteristica média para arsénio na
solucdo de referéncia aquosa foi 24,0 + 2,1 pg (n = 6). Os valores da massa
caracteristica na amostra solida e na solucdo de referéncia aquosa encontrados
foram concordantes.

O estudo da influéncia da quantidade de massa de amostra introduzida no
atomizador sobre a concentracdo de chumbo foi realizado através de 36 medidas
(intervalo de confianca de 95%, p<0,05). Os resultados do teste estatistico
ANOVA demonstraram que massas de amostra entre 0,1 a 2,5 mg apresentam a
mesma influéncia sobre a concentracdo de Pb nas amostras de ferro aminoacido
guelato, pois ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas. A Figura 42
demonstra o intervalo de massa de amostra que pode ser utilizado para a
determinacdo de chumbo em amostras de ferro aminoacido quelato. Com a

utilizacdo de massas superiores a 2,5 mg foi observado um pequeno efeito de
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supercorrecao do sinal de fundo (Figura 43). Além do mais, o sinal de fundo com
essa quantidade de amostra sdélida apresentou absorbancias negativas,
provavelmente, devido a uma interferéncia fisica provocada com a utilizacdo de

uma quantidade maior de massa de amostra.
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Figura 42. Influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de Pb. ¢ representa
uma medida da amostra sélida. A linha preta é a média da concentracdo da

amostra e as linhas pontilhadas representam o desvio padrdo das medidas.
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Figura 43. Perfil do sinal do chumbo na amostra sélida (-), perfil do sinal de fundo na

amostra sélida (-), utilizando massa de amostra em torno de 2,7 mg.
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O estudo da linearidade do chumbo em solucéo de referéncia aguosa

demonstrou que o limite superior da faixa linear € 4000 pg de chumbo (Figura 44).
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Figura 44. Faixa linear para Pb em solugdo de referéncia aquosa; ¢ medidas dos
valores da solucao de referéncia aquosa utilizando aliquotas com massas
crescentes de chumbo; (-) reta obtida através das medidas da solucédo de
referéncia aquosa utilizando o método dos minimos quadrados; (-----) limite

da faixa linear.

Para calcular o valor médio da massa caracteristica de chumbo na amostra
solida foram consideradas 11 medidas de chumbo utilizando massas de amostra
entre 0,1 a 2,5 mg. O valor médio da massa caracteristica na amostra sélida foi
19 £ 1 pg, enquanto na solucédo de referéncia foi 19 = 1 pg (n = 8). Os valores das
massas caracteristicas foram concordantes.

O estudo da influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de
prata na amostra de ferro aminoacido quelato foi realizado através de 32 medidas
e os resultados do teste estatistico ANOVA, considerando-se um intervalo de
confianca de 95% (p < 0,05), demonstraram que os valores de concentracdo nao
diferem significativamente, utilizando massas de amostra entre 0,1 a 1,9 mg. A
Figura 45 apresenta a faixa de massa de amostra que pode ser utilizada para a
determinacdo de prata em amostras de ferro aminoacido quelato. Assim como
observado para chumbo e para antimbnio o aumento de massa de amostra

introduzida no atomizador causou uma interferéncia, provavelmente fisica, que fez
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com que o sinal de fundo, apresentasse absorbancias negativas com a utilizacao

de massas superiores a 1,9 mg (Figura 46).
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Figura 45. Influéncia da massa de amostra sobre a concentracdo de Ag. ¢ representa
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Figura 46. Perfil do sinal da prata na amostra sélida (-), perfil do sinal de fundo na amostra

sélida (-), utilizando massa de amostra em torno de 1,9 mg.

O estudo da linearidade da prata na solucdo de referéncia aquosa

demonstrou que a faixa linear vai até 160 pg, conforme observado na Figura 47.
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Figura 47. Faixa linear para Ag em solucdo de referéncia aquosa; ¢ medidas dos
valores da solucao de referéncia aquosa utilizando aliquotas com massas
crescentes de prata; (-) reta obtida através das medidas da solucao de
referéncia aquosa utilizando o método dos minimos quadrados; (-----) limite

da faixa linear.

O valor da massa caracteristica da prata na amostra solida foi obtido a
partir do valor médio de 11 medidas de prata utilizando-se massas de amostra
entre 0,1 a 1,9 mg. O valor da massa caracteristica obtido para prata na amostra
sélida foi 2,4 £ 0,2 pg, enquanto que valor da massa caracteristica na solucéo de
referéncia de prata foi 2,4 £ 0,4 pg (n = 6). Os valores médios da massa

caracteristica para prata foram concordantes.

4.5. Analise das amostras

A etapa de calibracao é extremamente importante para garantir a qualidade
dos resultados analiticos. Esta etapa pode ser critica para as técnicas que
permitem a analise direta da amostra solida, como a DSS-GF AAS, pois o
processo de vaporizacao e atomizacdo do analito pode depender na forma o qual

estd presente na amostra soélida e este podera, também, ser afetado pela matriz
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da amostra.® A calibracdo para a determinacéo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb nas
amostras de ferro aminoacido quelato foi feita utilizando solucdes de referéncia

aquosa. Segundo Krivan e Dong,**®

0 principal requisito para a utilizagdo de
solucbes de referéncia para construir a curva de calibracdo é a garantia que o
efeito da matriz seja negligenciavel. Normalmente, isto pode ser verificado através
da comparacdo do valor da massa caracteristica obtido na amostra sélida e na
solucdo de referéncia aquosa (uma curva de adi¢cdo de analito também poderia
evidenciar este efeito).

Os valores da massa caracteristica dos analitos na amostra sélida e nas
solucdes de referéncia aquosa foram apresentados no item anterior (4.4. Efeito da
massa de amostra e linearidade). Segundo os resultados obtidos, o valor da
massa caracteristica na amostra soélida foi concordante com o valor da massa
caracteristica nas solucdes de referéncia dos analitos estudados. Desta maneira,
foi possivel a utilizacdo de solucbes de referéncia aquosa para a construcao da
curva de calibracédo do instrumento.

A curva analitica de calibracdo para cromo, manganés e niquel foi
construida utilizando recursos para diminuir a sensibilidade da determinagcdo. A
curva para cromo e niquel foi construida a partir de solucdes de referéncia aquosa
contendo Cr na faixa de 5 a 40 ng e Ni na faixa de 2 a 20 ng, com campo
magnético variavel (modo 3-field, 0,6-0,8 T) e vazdo de argbnio durante a etapa
de atomizacao. A curva de calibracdo para manganés foi construida com solucdes
de referéncia aquosa na faixa de 10 a 100 ng, utilizando campo magnético
variavel (modo 3-field, 0,6-0,8 T), vazdo de argbnio durante a etapa de
atomizacdo e linha secundaria (403,1 nm).

As curvas analiticas de calibracéo para antiménio, arsénio, prata e chumbo
foram construidas na maxima sensibilidade, utilizando comprimento de onda
principal, vazdo de argbnio interrompida durante a atomizacdo e com campo
magnético de alta sensibilidade (modo 2-field, 0,8 T). A curva analitica para
antiménio foi obtida a partir de uma solucéo de referéncia contendo 0,1 a 1 ng de

antiménio. Para arsénio, a curva analitica de calibracdo foi entre 0,5 a 4 ng. Para

® DONG, H.M.; KRIVAN, V.; WELZ, B.; SCHLEMMER, G.; Spectrochim. Acta Part B 52 (1997) 1747-1762.
18 KRIVAN, V.; DONG, H. M.; Anal. Chem. 70 (1998) 5312-5321.
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chumbo a curva foi construida a partir de uma solucdo de referéncia aquosa
contendo Pb na faixa entre 50 a 800 pg, adicionando 20 pL de uma solucao
contendo 4 pg de paladio, como modificador quimico. Para prata a faixa da curva
de calibracdo foi entre 10 a 60 pg de Ag, utilizando 20 pL de uma solucao
contendo 4 ug paladio, como modificador quimico.

A Tabela 6 apresenta as equacOes da regressao linear das curvas de

calibracao e os respectivos coeficientes de determinacéo.

Tabela 6. Parametros da curva de calibracdo obtidos com solucéo de referéncia aquosa

para a determinacdo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Sb e Pb.

Elemento Equacéao de regresséo linear Coeficiente de
correlacao de
determinacéo (R?)

Ag Abs.int. = 0,001 m** + 0,011 0,999
As Abs.int. = 0,165 m* + 0,028 0,999
Cr Abs.int. = 0,010 m* + 0,026 0,994
Mn Abs.int. = 0,009 m* + 0,019 0,998
Ni Abs.int. = 0,020 m* + 0,021 0,998
Sb Abs.int. = 0,207 m* + 0,003 0,997
Pb Abs.int. = 0,0002 m**+ 0,002 0,999

m = massa do analito em ng* e em pg**.

Os perfis da Ag, As, Cr, Mn, Ni, Sb e Pb na solucéo de referéncia aquosa e
na amostra solida de ferro aminoacido quelato estdo apresentados na Figura 30.
Na analise por amostragem direta de solidos, a completa liberacdo do analito da
amostra solida em um tempo de atomizacao razoavel representa um pré-requisito
fundamental.'’® Na andlise da amostra de ferro aminoacido quelato, foram
observadas diferencas no comportamento de liberacédo dos analitos na solugéo de
referéncia aquosa e na amostra sélida. A liberacdo dos elementos As, Cr, Mn e

Ni da matriz da amostra sélida foi mais lenta, o perfil do sinal analitico foi mais
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alargado e o aparecimento do sinal analitico necessitou de um tempo maior,
guando comparado com a solucdo de referéncia aquosa. Mesmo assim, a
liberacdo quantitativa pode ser obtida com o uso de tempo de atomizacéo de até
15 s (Figura 30). Entretanto, a liberacdo da prata e do antimonio da amostra
sélida foi praticamente no mesmo tempo que da solucdo de referéncia aquosa
(Figura 30) e para chumbo, a liberagdo do analito da amostra sdlida foi em um
tempo menor que a liberagdo do chumbo da solucao de referéncia aquosa (Figura
30). Segundo Krivan*'® e Hornung™®, a diferenca no comportamento de liberacado
do analito entre amostras solidas e solucdes de referéncia aquosa ndo causa
erros sistematicos significativos, caso seja utilizado um atomizador com

aguecimento transversal e uma taxa rapida de aguecimento.

4.6. Resultados e parametros de mérito

ApoGs estabelecer as temperaturas de pirélise e atomizacdo e os melhores
intervalos de massas de amostra introduzida no atomizador, foi feita a
determinacdo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb nas amostras de ferro aminoacido

guelato por DSS-GF AAS. Os resultados obtidos estdo na Tabela 7.

Tabela 7. Concentracdo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb nas amostras de ferro

aminodcido quelato por DSS-GF AAS.

Elemento FAQ1 FAQ2 FAQ3
ng g™ RSD ug g™ RSD  pgg* RSD
(%) (%) (%)
Ag 0,025 0,004 150 0,026 0,003 150 0,029+ 0,003 9,0
As 5,2 +0,4 8,0 51+0,5 10,2  3,4%0,3 9,5
Cr 62,5+ 4,2 6,7 652 +2,1 3,1 70,8 4,1 5,7
Mn 290 + 8 3,0 289, + 12 4,0 285 + 6 1,9
Ni 26,7 2,0 7.4 26,3+2,1 7,9 29,1+0,8 2,6
Pb 0,26 + 0,02 8,9 0,25 + 0,02 6,4 0,13+0,01 9,9
Sb 0,9+0,1 11,9 0,9+0,1 7,6 1,4+0,1 8,9

18 KRIVAN, V.; DONG, H. M.; Anal. Chem. 70 (1998) 5312-5321.
9 HORNUNG, M.; KRIVAN, V.; Spectrochim. Acta Part B 54 (1999) 1177 — 1191.
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O editorial do Pharmacopeial Forum'® divulgou recentemente valores
limites de metais considerados altamente tdxicos (As, Cd, Hg e Pb) em
suplementos alimentares. Estes valores, provavelmente, serdo incluidos na
préxima edicdo da farmacopéia americana (USP). Segundo esse editorial, os
limites maximos de arsénio e chumbo em produtos farmacéuticos é 1,5e 1,0 ug g
! respectivamente (Tabela 8).'% Esses valores foram baseados em informacées
obtidas na literatura e em discussodes envolvendo especialistas em toxicologia dos
metais.™?® Os valores da concentracdo de arsénio encontrados nas amostras de
ferro aminoacido quelato chegam a apresentar uma concentracdo 3,5 vezes
maiores que o limite maximo estipulado por agéncias reguladoras. Entretanto, a
concentracdo de chumbo encontrada nas amostras esta abaixo do limite maximo

exigido por 6rgéos reguladores.

Tabela 8. Limites de metais em suplementos alimentares.

Elemento Limite (ug g™)
Arsénio 15
Cadmio 0,5
Chumbo 1,0
Mercurio 15

A homogeneidade das amostras de ferro aminoacido quelato foi avaliada

|.”* calculando o valor da constante de homogeneidade

conforme Kurfurst et. a
(He), discutida na secéo 2.6.1.4.1. Como pode ser visualizado na Tabela 9, com
excecdo da prata nas amostras FAQ1 e FAQ2, os demais analitos apresentaram
boa homogeneidade (He < 10) considerando as massas médias de amostras

utilizadas.

120 PHARMACOPEIAL FORUM, 36 (2010) 1-9.
™ KURFURST et. al.; Fresenius J. Anal. Chem. 345 (1993) 112-120.
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Tabela 9. Constante de homogeneidade obtida para os analitos por DSS-GF AAS nas

amostras de ferro aminoécido quelato.

Elemento Constante de homogeneidade (He)
FAQ1 FAQ2 FAQ3
Ag 13 14 9
As 5 5 6
Cr 4 2 4
Mn 2 2 1
Ni 5 6 3
Pb 9 5 9
Sb 8 5 7

Os resultados obtidos por DSS-GF AAS foram comparados com os obtidos
por ICP OES, ICP-MS (ap0s digestdo das amostras) e NAA. Os resultados foram
avaliados através do teste estatistico ANOVA considerando-se um intervalo de
confianca de 95% (p < 0,05). Na Tabela 10 sdo mostradas as concentracfes
médias obtidas na determinacdo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb na amostra
FAQ2. O teste estatistico, ANOVA, ndo demonstrou diferenca significativa entre
os valores das concentracdes de As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb obtidos pelas diferentes
técnicas. Desta forma, pode-se verificar que os valores obtidos pelo método
proposto, DSS-GF AAS, demonstram concordancia com os obtidos com as
técnicas ICP OES, ICP-MS e NAA. Como os resultados obtidos para a prata nas
amostras de ferro aminoacido quelato por DSS-GF AAS estdo abaixo do LD das
técnicas comparativas (ICP OES, ICP-MS e NAA), foi feita adicdo de analito por
meio de solucdes de referéncia nas amostras antes destas serem introduzidas no
atomizador. A recuperacao para a prata empregando solucdo de referéncia foi

maior que 97%.
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ferro amino&cido quelato (FAQ?2).

Tabela 10. Resultados da determinacdo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb na amostra de

Elem. DSS-GF AAS ICP OES ICP-MS NAA

ug g’ RSD ug g RSD pgg™ RSD pugg* RSD
(%) (%) (%) (%)

Ag 0,025 + 0,004 15,0 <LD - <LD - - -

As 51+05 10,2 <LD - 53+0,3 56 59+14 -

Cr 65221 3,1 67,709 1,3 65851 77 66306 -

Mn 280 + 12 4,0 301+16 1,2 290 +18 38 295+1 -

Ni 26,3+2,1 7.9 275+1,8 62 271+02 81 - -

Pb 0,25 + 0,02 6,4 <LD - 023+0,2 86 - -

Sb 0,9+0,1 7.6 <LD - 0,9+0,1 93 09:01 -

Os limites de deteccdo para os elementos Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb

determinados por DSS-GF AAS foram obtidos a partir do céalculo de trés vezes o

desvio padrao de dez medidas do branco (utilizando a plataforma de grafite vazia

ou a plataforma com paladio quando este foi empregado na quantificacdo dos

analitos), considerando a maxima massa de amostra introduzida no atomizador

para cada analito estudado neste trabalho. A Tabela 11 apresenta os limites de
deteccéo obtidos por DSS-GF AAS, ICP OES, ICP-MS e NAA.

Tabela 11. Comparacao dos limites de detecc¢do obtidos por diferentes técnicas para a

determinacdo de Ag, As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb nas amostras de ferro

aminodcido quelato.

Limite de deteccéo, pg g™

Elemento DSS-GF AAS ICP OES ICP-MS NAA
Ag 0,002 0,2 0,03 n.d.
As 0,07 12,5 0,05 0,04
Cr 0,03 0,5 0,24 0,13
Mn 0,01 0,05 0,07 0,3
Ni 0,002 0,9 0,03 n.d.
Pb 0,008 2,2 0,05 n.d.
Sb 0,08 6,5 0,01 0,04

n.d. = ndo determinado
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Conforme a Tabela 11, com excecéo do antimbnio e do arsénio, todos os
demais elementos determinados neste trabalho por DSS-GF AAS apresentaram
valores de LDs menores que 0s obtidos pelas técnicas ICP-MS, ICP OES e NAA.
Os métodos de analise que possibilitam a amostragem direta, como a DSS-GF
AAS, nao requerem etapas de decomposicado e diluicAo das amostras, o que
diminui o risco de contamina¢do dos brancos analiticos. A auséncia destas etapas
de preparo da amostra pode justificar os valores inferiores de LDs obtidos por
DSS-GF AAS.



5. CONCLUSAO

A técnica DSS-GF AAS mostrou-se adequada para a determinacdo de Ag,
As, Cr, Mn, Ni, Pb e Sb em amostras de ferro aminoacido quelato. A adicdo de
agua (ou solucdo aquosa de Pd) sobre a amostra, antes de sua introdugcédo no
atomizador, reduziu os efeitos provocados pela matriz da amostra (formacéo de
particulas sobre a plataforma) e possibilitou um aumento na quantidade de
amostra introduzida no atomizador.

Conforme o estudo da massa de amostra introduzida no atomizador, foi
verificado semelhanca no valor médio da massa caracteristica na solu¢cdo aquosa
e na amostra sélida, o que demonstrou a possibilidade da utilizacdo de solucdes
de referéncia aquosa para a calibracdo. Entretanto, para a determinacdo dos
elementos mais volateis (Ag e Pb) foi necessaria a utilizacdo de paladio como
modificador quimico.

A determinacédo de analitos presentes em altas concentracdes na amostra
de ferro aminoacido quelato foi executada através da utilizacdo de recursos para
diminuir a sensibilidade do equipamento (utilizacdo de vazao de argdnio durante a
etapa de atomizacdao, linha espectral secundaria e campo magnético no modo 3-
field).

Os analitos investigados no trabalho, com excecao da prata nas amostras
FAQ1 e FAQ2, apresentaram uma boa homogeneidade nas amostras.

N&o foi observada diferenca significativa (p > 0,05) entre os valores da
concentracdo dos analitos obtidos por DSS-GF AAS, ICP OES, ICP-MS e NAA.

A concentracdo de As obtida nas amostras de ferro aminoacido foi superior
ao limite méaximo divulgado no editorial do Pharmacopeial Forum.*?°

Os valores dos LDs dos elementos obtidos pela técnica DSS-GF AAS, com
excecdo de As e de Sh, foram menores que os LDs obtidos pelas técnicas
comparativas.

Assim, a técnica DSS-GF AAS apresentou caracteristicas que possibilitam
seu emprego no controle de qualidade de impurezas inorganicas em amostras de

ferro aminoacido quelato.

120 PHARMACOPEIAL FORUM, 36 (2010) 1-9.
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