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RESUMO

DETERMINACAO DE Cl, | e Hg DE FORMA DIRETA EM AMOSTRAS
DIVERSAS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA E
MOLECULAR DE ALTA RESOLUCAO COM FONTE CONTINUA EM

FORNO DE GRAFITE

AUTORA: ANANDA FAGUNDES GUARDA
ORIENTADOR: PROF. DR. PAuLO CicERO DO NASCIMENTO

Foram desenvolvidos trés métodos analiticos para a determinacdo de cloro, iodo e
mercurio em amostras sélidas e liquidas, de forma direta por espectrometria de
absorcdo atdbmica e molecular de alta resolucdo com fonte continua em forno de
grafite. O primeiro método objetivou a determinacéo de cloro em amostras sélidas e
em suspensao de diferentes naturezas e teores de cloro (CRM 81002b cabelo
humano, SRM 1568b farinha de arroz, ERM EC681 polietileno, CRM BCR 460
carvdo, SRM 2692c carvao betuminoso, SRM 1575 folha de pinheiro, CRM 686-1
oxido de ferro, SEM 1549 leite em p0), através da formac&o molecular de CaCl. Os
resultados foram comparados com o0s ja existentes para a molécula de SrCl e
mostraram-se superiores, especialmente em amostras com alto teor de célcio. O
limite de deteccdo e quantificagcdo obtidos para as duas linhas de absorgao
molecular de CaCl foram de 2,6 e 8,7 ng (620,862 nm) e 14,2 e 61,6 ng
(377,501 nm), respectivamente. Ja a determinacdo de iodo realizou-se atraves da
formacao da molécula de Srl, em duas amostras de medicamentos contendo iodo.
A exatiddo do método foi comprovada através de analise comparativa por
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente. Os resultados
obtidos se mostraram superiores em comparacdo com molécula ja existente Bal que
ndo proporciona a determinacdo direta em solidos. O limite de deteccdo e
quantificacdo obtidos foram de 0,035 e 0,117 ug, respectivamente. Por fim, foi
desenvolvido um método analitico para a determinacédo de mercurio em amostras de
sangue (SERONORM® LEVEL Il e IlI) e urina (SERONORM®, Clincheck Control
nivel | e Il lote 432 e nivel Il lote 923) certificadas, de forma direta, utilizando
nanoparticulas de ouro. O método foi comparado ao método ja existente que utiliza
permanganato de potassio como agente oxidante. O limite de deteccdo e
quantificacdo obtidos foram de 0,057 e 0,190 ng, respectivamente.

Palavras-chave: CaCl. Cloro. Srl. lodo. Mercurio. Amostra solida. Amostragem
direta. HR-CS GF AAS. HR-CS GF MAS.



ABSTRACT

DETERMINATION OF CI, I, AND Hg DIRECTLY IN DIFFERENT
SAMPLES BY HIGH-RESOLUTION CONTINUUM SOURCE ATOMIC
AND MOLECULAR ABSORPTION SPECTROMETRY IN GRAPHITE

FURNACE

AUTHOR: ANANDA FAGUNDES GUARDA
ADVISOR: PROF. DR. PAuLO CiCcERO DO NASCIMENTO

Three analytical methods were developed for the determination of chlorine, iodine
and mercury in solid and liquid samples, directly by high resolution continuum source
atomic and molecular absorption spectrometry in graphite furnace. The first method
objected the determination of chlorine in solid and slurry samples of different natures
and chlorine contents (CRM 81002b human hair, SRM 1568b rice flour, ERM EC681
polyethylene, CRM BCR 460 coal, SRM 2692c bituminous coal, SRM 1575 sheet Of
pine, CRM 686-1 iron oxide, SRM 1549 powdered milk) through the molecular
formation of CaCl. The results were compared with those already available for the
SrCl molecule and were superior, especially in samples with a high calcium content.
The limit of detection and quantification obtained for the two molecular absorption
lines of CaCl were 2.6 and 8.7 ng (620.862 nm) and 14.2 and 61.6 ng (377.501 nm),
respectively. The iodine determination was performed through the formation of the
Srl molecule in two samples of medicines containing iodine. The accuracy of the
method was proved by comparative analysis by inductively coupled plasma mass
spectrometry. The results obtained were higher compared to the existing Bal
molecule that does not provide direct determination in solids. The limit of detection
and quantification obtained were 0.035 and 0.117 pg, respectively. Finally, an
analytical method for the determination of mercury in blood samples (SERONORM®
LEVEL Il and 1) and urine (SERONORM®, Clincheck Control level | and Il batch 432
and level Il batch 923) were developed, directly, using gold nanoparticles. The
method was compared to the existing method that uses potassium permanganate as
oxidizing agent. The limit of detection and quantification obtained were 0.057 and
0.190 ng, respectively.

Keywords: CaCl. Chlorine. Srl. lodine. Mercury. Solid sample. Direct sampling. HR-
CS GF AAS. HR-CS GF MAS.
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1 INTRODUGCAO

Em razdo da necessidade e dificuldade do monitoramento de elementos
volateis como o cloro, iodo e mercurio em amostras de alta complexidade, este
trabalho propbe o desenvolvimento de métodos analiticos que permitam a
determinacdo desses elementos através da analise direta em amostras sélidas e
liguidas. A técnica utilizada foi a espectrometria de absor¢cdo molecular e atbmica de
alta resolucao com fonte continua em forno de grafite (HR-CS GF MAS, do inglés,
High Resolution-Continuum Source Graphite Furnace Molecular Absorption
Spectroscopy e HR-CS GF AAS, High Resolution-Continuum Source Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectroscopy).

Para melhor compreensao, ap0s uma breve revisdo sobre a técnica utilizada,
€ apresentado 3 capitulos que correspondem ao desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinacdo de cloro, iodo e mercurio, respectivamente. A
exatiddo de todos os metodos foi avaliada em amostras certificadas, através da
analise direta de amostras na forma sélida e liquida e na auséncia das mesmas, a
avaliacdo deste parametro foi realizada por comparacdo utilizando método de
referéncia.

Os elementos ndo metalicos, como o iodo e cloro, foram analisados sob a
forma diatbmica inédita, CaCl e Srl, sendo comparados os resultados obtidos com
os de outras moléculas previamente descritas na literatura. Ja o mercurio, ao utilizar
nanoparticulas de ouro como estabilizador foi possivel ser melhorados seus limites
de deteccdo e a aplicabilidade do método em amostras de forma direta, quando

comparado aos resultados ja existentes na literatura.
1.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral desta tese foi desenvolver métodos analiticos para a

determinacao de cloro, iodo e mercurio empregando a analise direta, em amostras

de alta complexidade. Além disso, os métodos foram aplicados em amostras
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certificadas, e na auséncia delas, utilizou-se um método de referéncia para a
confirmacéo dos resultados.

A otimizacdo dos métodos analiticos envolveu a adequada escolha do
comprimento de onda de trabalho, escolha de modificadores quimicos e suas
massas. Além disso, para os elementos cloro e iodo que foram analisados na forma
molecular, a otimizacdo da massa do reagente formador da molécula também foi
realizada.

ApOs a otimizacdo dos trés métodos, os mesmos foram aplicados em
amostras bioldgicas, industriais, farmacéuticas e ambientais, com diferentes
concentracoes dos analitos.

Os resultados obtidos foram comparados com os previamente relatados na
literatura. Dessa maneira, também se propdem alternativas e melhorias nos métodos

ja existentes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA DE ALTA RESOLUCAO COM
FONTE CONTINUA (HR-CS AAS)

2.1.1 Histérico

Bunsen e Kirchoff sdo os responsaveis pelo desenvolvimento do primeiro
espectrometro relatado na literatura, datado na segunda metade do século XIX. Eles
utilizavam uma fonte continua de radiacao, a Unica acessivel na época (KIRCHOFF;
BUNSEN, 1861). Como ndo estava disponivel uma tecnologia suficientemente
adequada para diferenciar os pequenos espectros subtraidos de um espectro de
uma fonte luminosa, a espectrometria de absorcdo atdémica perde o interesse e
espaco no meio cientifico para a emissdo Otica, sendo esta a técnica que
predominou até a primeira metade do século XX.

Alan Walsh em 1952, ap6s muitos anos de pesquisa, nao consegue entender
0 negligenciamento do espectro de absor¢cdo atbmica e calcula entdo, um requisito
basico para consegui-lo: a resolucdo do espectrémetro teria que ser de no minimo 2
picobmetros (pm) se uma fonte continua de emissdo fosse utilizada, o que era
totalmente incompativel com a resolugdo oferecida pelo melhor espectrdmetro
disponivel. Uma vez que este requisito era inalcancavel para a época, a maneira
encontrada de realizar medidas gquantitativas de absorcdo atbmica seria entéo trocar
a fonte luminosa continua por uma que, ao invés de apresentar um amplo espectro,
apresentasse um espectro mais estreito possivel, isto €, uma fonte de linha para que
fosse desnecessaria a presenca de um monocromador de alta resolugdo. Dessa
forma, a fungcdo do monocromador seria somente separar a linha de medida de
outras linhas emitidas pela fonte (WALSH, 1974).

O primeiro relato de construcdo de uma lampada de fonte de linha (LS, do
inglés Line Source) foi realizado por Louis Karl Heinrich Friedrich Paschen
(PASCHEN, 1916). Porém, com o interesse do grupo de pesquisa de Alan Walsh

pelo desenvolvimento da espectrometria de absorcdo atbmica, 0S mesmos
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desenvolveram um modelo de lampada de catodo oco mais parecido com o que
temos atualmente. Sem a insisténcia em descobrir uma emisséo de luz adequada
para a técnica, a espectrometria de absorcéo atémica provavelmente ndo seria uma
técnica com tamanha aceitacdo no meio cientifico como possui atualmente (WALSH,;
JONES, 1960).

Apesar da consolidacdo da técnica de espectrometria de absor¢cdo atdbmica
com fonte de linhas, realizada com base no desenvolvimento da pesquisa de Walsh,
a mesma ainda possuia algumas limitacdes, como por exemplo: (i) incapacidade de
analise multielementar, ja que é necessario ter uma lampada para cada elemento,
(i) pouca informagdo sobre o ambiente espectral, uma vez que os intervalos
espectrais emitidos pela fonte de linha sdo estreitos, (iii) lampadas com baixa
energia para uma gama de elementos como 0s ndo metais e terras raras e (iv)
correcdo de fundo por efeito Zeeman, que apesar de ser um avango importante, ndo
€ adequada em alguns casos (WELZ et al., 2005).

Por isso, a pesquisa sobre a utilizagdo da fonte continua como fonte luminosa
se manteve paralela ao sucesso e plena consolidacédo da fonte de linha. O primeiro
relato na literatura que utiliza uma fonte continua em uma medida utilizando
espectrometria de absorcdo atdomica foi realizada em 1974 por Keliher e Wohlers,
gue utilizaram um monocromador de alta resolucédo de grade de echelle. Na época a
limitacdo encontrava-se na fonte de linha de emissédo, onde a mesma possuia baixa
poténcia (150 W) e, portanto, baixa energia em comprimentos de onda abaixo de
320 nm, onde muitos analitos possuem suas linhas mais sensiveis (KELIHER;
WOHLERS, 1974).

Por mais 25 anos, pesquisadores continuaram o desenvolvimento de uma
adequada fonte continua, destacando nesse periodo o0 grupo de pesquisa de
O’'Haver e Harnly. Porém o maior avanco em HR-CS AAS (do inglés, High
Resolution — Continuum Source Atomic Absorption Spectrosmetry) foi realizado por
Beacker-Ross, em Berlin, na Alemanha em 1996. Eles, diferentemente dos
pesquisadores supracitados, ndo partiram de equipamentos disponiveis e tentaram
modifica-los, e sim, determinaram o0s constituintes ideais para um HR-CS AAS e

comecaram a fabrica-los, comecando pela fonte continua adequada, depois o
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espectrometro e por fim o detector. Nessa época eles desenvolveram o equipamento
mais semelhante ao que se encontra no mercado atualmente (WELZ et al., 2005).

2.1.2 Instrumentacéao e funcionamento

O instrumento desenvolvido pelo grupo de Becker-Ross basicamente
consistia de uma lampada de fonte continua de emisséo de arco curto de xendnio,
operando no modo hot-spot, com alta intensidade, com emissao de 190 a 900 nm.
Possui um duplo monocromador, composto de um prisma e uma rede echelle, que
resolve a radiacdo continua emitida pela fonte. Por ultimo, um detector com arranjo
linear de dispositivo de carga acoplada (CCD, do inglés Charge-Coupled Device). A

seguir, o Esquema 1 mostra a representacéo da instrumentacdo do HR-CS AAS.

Esquema 1 — Instrumentacdo de um espectrometro de absorcdo atbmica de alta
resolucdo com fonte continua. Na figura, tém-se: (1) lampada de arco curto de
Xenonio; (2) espelhos elipsoidais focalizadores; (3-4) atomizador (chama ou forno de
grafite); (5) fenda de entrada do monocromador; (6) espelhos paraboléides; (7)

prisma; (8) fenda intermediaria ajustavel; (9) rede echelle e (10) detector CCD.

Fonte: WELZ, B. et al, High-Resolution Continuum Source Atomic Absorption Spectrometry — The
Better Way to do Atomic Absorption Spectrometry, p. 38, Weinhein: Wiley — VCH, 2005.
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A fonte luminosa, representada pelo nimero 1 no Esquema 1, sendo uma
lampada de arco curto de xen6nio, é constituida basicamente de dois eletrodos de
tungsténio distanciados por aproximadamente 1 mm, em uma atmosfera de xendnio
com pressao de 15 bar, quando fria. Apesar de apresentar uma estrutura parecida
com as lampadas de arco tradicionais, esta opera no chamado modo hot-spot. Esse
modo de operacéo baseia-se no surgimento de um pequeno plasma (menor que 0,2
mm) proximo a superficie do catodo. Isso é devido ao material utilizado nos
eletrodos, a curta distancia entre eles e a alta pressédo da atmosfera de Xe (quando
em funcionamento faz com que a pressdo aumente um fator de 3 ou 4 vezes)
gerando um pequeno plasma com temperatura de aproximadamente 10.000 K. Para
manter a temperatura da lampada em uma condi¢do operavel, a mesma possui um
sistema de refrigeracao proprio.

Devido ao pequeno tamanho de plasma obtido, o mesmo possui um
movimento aleatdrio, sendo necessaria a corre¢cdo do seu posicionamento. Para
isso, existe um sistema de estabilizacdo ativa do feixe, constituido de um espelho
elipsoidal controlado por um dispositivo piezoelétrico, localizado em frente a
lampada. O mesmo garante a passagem do adequado feixe de radiacdo que
passara pelo atomizador e chegara até o monocromador, sendo ilustrado pelo
namero 2 do Esquema 1. Com todas essas configuracdes, a intensidade de emisséo
ultrapassa a lampada de catodo oco convencional em até 3 ordens de grandeza
(BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2005).

A radiacdo, apds a passagem pelo atomizador (chama ou forno de grafite,
representados pelos numeros 3 e 4 do Esquema 1), chega até a fenda de entrada
do monocromador, representado pelo nimero 5 do mesmo esquema.

Apés a passagem pela fenda, a radiacdo € dirigida até um duplo
monocromador, denominado DEMON (do inglés, Double-Echelle Monochromator). O
primeiro monocromador € constituido por um prisma em arranjo Littrow
(representado pelo numero 7 do Esquema 1) e tem a funcdo de obter uma prévia
disperséo da radiacdo. O mesmo realiza essa fungao através da rotacdo do prisma e

da rede de echelle por um motor de passos.
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Apés a prévia dispersdo da radiacdo continua a mesma passa por uma fenda
intermediaria (representada pelo nimero 8 do Esquema 1) de largura ajustavel,
estreitando ainda mais o espectro. A fracdo do espectro selecionado entdo chega a
segunda parte do monocromador, a rede echelle (nimero 9 do Esquema 1),
responsavel pela alta resolucdo do espectro.

Em um monocromador de alta resolugdo como o descrito, faz-se necessario
um sistema de estabilizacdo para prevenir qualquer flutuagcdo do sistema. Para tal,
uma lampada de nebnio, que emite linhas relativamente estreitas, é posicionada em
frente a fenda intermediaria. Nessa posicédo a radiacdo da lampada de nebnio ndo
passa pelo prisma, sendo as linhas separadas somente pela rede de echelle, onde a
luz emitida por esta lampada deve atingir uma determinada posi¢cao na rede e assim
chegar ao detector, atingindo um pixel correspondente. Dessa maneira, 0 motor de
passos ajusta a posicéo da rede echelle.

O espectro entdo, altamente resolvido pelo duplo monocromador, chega ao
detector constituido de um arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD),
de tamanho unitario 24 x 24 um (representado pelo numero 10 do Esquema 1). Além
de ser sensivel na regido UV o mesmo possui 512 x 58 pixels, onde cada pixel
possui um amplificador individual, ou seja, 0 equipamento opera com 512 detectores
independentes, sendo 200 o numero de pixels utilizado para fins analiticos. Os
outros pixels sdo utilizados para registro da vizinhanca da linha analitica e para
corrigir eventos espectrais indesejaveis. Dessa maneira, a resolucdo do detector
atinge 2 pm por pixel na regidao do ultravioleta distante.

Além disso, o registro das intensidades é resolvido tanto espectral como
temporalmente, possibilitando a informacdo do ambiente espectral cerca de 0,2 nm
para cada lado da linha analitica principal. Unindo as informagfes geradas temos um
espectro de duas e trés dimensdes, fornecendo uma informacao clara e temporal do
sinal analitico, além de informacgfes sobre o ambiente espectral em que o sinal de
interesse se encontra (BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2005).

Devido a grande quantidade de informacédo, o instrumento € controlado por
um software que permite o processamento total dos dados e os apresenta de forma

facil e completa. Além disso, possui a capacidade de corrigir automaticamente



31

eventos continuos que atingem de maneira similar todos os pixels do detector. Essa
correcdo somada a alta intensidade da fonte continua de emissdo torna
desnecessaria a modulacdo da radiacdo, uma vez que a emissdo de radiacao
proveniente do atomizador ou flutuacbes da fonte sdo eventos continuos e sao
corrigidos automaticamente (BORGES et al., 2005).

O software também permite a correcdo de outras espécies que absorvam
radiacdo no intervalo espectral do analito, mesmo se houver sobreposi¢ao espectral
e temporal. A correcao é realizada pela subtracdo de um espectro de referéncia, que
pode ser obtido pela andlise de uma solucdo padrédo do interferente. O mesmo
realiza a subtracdo espectral através de fungbes matematicas, utilizando um
algoritmo dos minimos quadrados. Detalhes desses procedimentos de correcdo sao

descritos no préximo item.

2.1.3 Correcgéo de fundo e espectral

A radiacdo emitida pela fonte luminosa, ao passar pelo atomizador, pode ser
modificada ndo somente pela absorcdo pelo analito, mas também por eventos
chamados de “continuos” e “descontinuos ou fundo”.

Eventos continuos sdo os que se repetem independente da presenca do
analito, como por exemplo, a luminosidade proveniente da fonte de atomizagao ou,
ainda, o ruido da lampada de arco curto de xenénio (flicker noise). Quando isso
acontece, os pixels do detector séo iluminados simultaneamente e da mesma forma,
sendo realizada a correcdo automaticamente pelo equipamento. Assim, a
possibilidade de conhecer o ambiente espectral que se encontra o sinal analitico,
além de trazer informacgdes sobre a composicdo da amostra e identificar possiveis
interferentes, faz com que o equipamento identifique de forma eficiente eventos
continuos e possa, automaticamente, eliminar o sinal do resultado final. Essa
correcdo € importante, uma vez que ao realiza-la, aumenta-se a relacao sinal/ruido
(S/N, do inglés signal/noise) e consequentemente, melhora o limite de deteccéo.

Ja o evento descontinuo ou fundo se da pela absor¢do de radiacdo pelo

analito e de outros elementos ou moléculas diatbmicas coexistentes no atomizador.
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Quando isso acontece, a absorcdo molecular pode causar sérios problemas na
espectrometria de absorcéo atdbmica por fonte de linhas (LS AAS, do inglés Line
Source Atomic Absorption Spectrometry), pois dependendo do tipo de corretor de
fundo, a correcdo pode ser ineficiente.

Isso é faciimente e simultaneamente corrigido no HR-CS AAS. Esses eventos
ndo sdo corrigidos automaticamente, porém esta correcdo ndo € necessaria se o
sinal do interferente ndo se sobrepde ao sinal do analito, ou seja, se ndo ocorrem no
mesmo pixel de deteccdo do analito. Se isso acontecer, ainda existe a possibilidade
da separacdo temporal do sinal de interesse em relacdo ao sinal de fundo
modificando o tempo de integracdo, otimizando o programa de temperatura na
tentativa de eliminar o atomo ou molécula interferente ou ainda, com a adicdo de
modificadores quimicos. Quando a separacado temporal ndo € possivel, a correcao
pode ser realizada através da subtracdo de um espectro de referéncia. Ou seja, ao
conhecer o atomo ou molécula que estd causando a interferéncia, gera-se um
espectro de referéncia desta espécie através da medida do seu padrédo (solido ou
liquido). Apés o registro, o software possibilita salvar o mesmo para que este possa
ser subtraido do espectro do qual se deseja eliminar a interferéncia através de um
algoritmo, sendo essa corre¢cdo denominada correcdo de fundo por minimos
guadrados (LSBC, do inglés Least-Squares Background Correction).

A aplicacdo dessa correcdo LSBC elimina a correcdo especifica de fundo,
mas nem sempre é necessario realizar experimentos para conhecer a identidade do
interferente. As maiorias destes sao normalmente provenientes de moléculas
diatbmicas, onde as mesmas possuem um espectro rotacional de estrutura fina,

sendo comumente encontrados na literatura (WELZ et al., 2005).
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2.2 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO MOLECULAR DE ALTA RESOLUCAO
COM FONTE CONTINUA (HR-CS MAS)

A possibilidade da medida de absorcdo molecular é dada pelo uso de uma
fonte de continua, pois a mesma proporciona 0s comprimentos de onda e energia
suficientes para determinacdes desse tipo associado a um detector capaz de corrigir
eventos continuos provenientes de moléculas poliatbmicas. Dessa maneira, é
possivel a analise de elementos ndo metalicos como o iodo e cloro, que formam
moléculas diatbmicas estaveis que absorvem a radiacéo dentro da faixa de trabalho
da lampada e proporcionam linhas de absorcdo com largura compativel com as

linhas atbmicas. Mais detalhes deste tipo de andlise serdo descritos a seguir.

2.2.1 Espectro molecular

O espectro molecular consiste em diferentes transicoes e cada uma delas
possui sua energia especifica. Porém, assim como nos atomos, essas transicdes
também podem ser quantizadas. Todavia, por possuir graus de liberdade a mais,
guando comparadas aos atomos, devido a energias de vibracéo, rotacdo e transicdo
eletrdnica, o nimero de estados energéticos possiveis de se encontrar em uma
molécula é muito maior do que em um atomo. Dessa maneira, 0 espectro de uma
molécula apresenta muito mais linhas de absorcdo do que o de um atomo e
consequentemente uma banda larga de absorcdo é observada sobre uma faixa de
comprimentos de onda no espectro eletromagnético.

A energia proveniente da transicao eletronica (Eel) se baseia na interacdo dos
ndacleos com os elétrons. J& a energia proveniente da vibragédo (Evib) e rotacdo (Erot)
sdo devidas aos movimentos dos nucleos, onde a vibracional € proveniente das
vibracdes interatdbmicas e a rotacional leva em consideracéo a energia de rotacao da
molécula em torno do centro de gravidade. A energia total associada a uma

molécula diatdmica é dada por:

Etotal = Eel + Evib + Erot (Equacéo 1)



34

Onde:

Erot << Evib << Eel (Equacéo 2)

Enquanto as energias do tipo Evib € Erot €stéo presentes na regido de micro-
ondas até infravermelho, a Ee apresenta absorcdo na regido do visivel até o
ultravioleta e, quando presentes, se tornam uma interferéncia espectral para os
sinais atdmicos ou podem ser a causa de erro em corre¢des de fundo.

Esse comportamento pode ser melhor elucidado com a Esquema 2 a seguir,
gue apresenta 0s espectros de absorcdo molecular de 1,2,4,5-tetrazina em
diferentes solventes.

Esquema 2 — Espectros de absor¢cdo molecular de 1,2,4,5-tetrazina na regidao do

visivel em a) fase gasosa, b) solvente apolar e c) solvente polar.

(a) Vapor |J 1’\ 1
L
AL ! |‘
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L B Y S
i (b) Solucio
._: de hexano
(c) Solugdo
aquosa
430 500 330 600

Comprimente de onda, nm

Fonte: SKOOG, D. A, et al., Fundamentos de quimica analitica, Editora Thomson, 82 edi¢éo, p. 687,
2006.
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O composto quimico 1,2,4,5-tetrazina em fase gasosa apresenta muitas
linhas em funcéo das linhas de absorcdo das transi¢coes eletronicas, vibracionais e
rotacionais serem diferenciaveis. Ja quando a mesma molécula se encontra em um
solvente apolar como o hexano, as transi¢cdes eletrénicas podem ser visualizadas e
as provenientes da estrutura vibracional e rotacional ndo. Em uma solucdo aquosa,
polar, a soma das forcas dessas interacdes intermoleculares leva a esses picos
eletronicos fundidos, fornecendo um sinal de absorgéo continuo (SKOOG, 2006).

Portanto, a analise por absorcdo molecular s6 € possivel para moléculas
diatbmicas, pois as mesmas sdo estaveis nas condicbes de atomizacdo (altas
temperaturas) e possuem estruturas rotacionais finas, podendo ser comparados a
estrutura atbmica. Ja moléculas poliatbmicas, possuem bandas de absorcdo largas
devido a grande quantidade de linhas rotacionais que ndo sao resolvidas pelo
equipamento, sendo tratado como evento continuo e automaticamente descartado.
Devido a essa possibilidade e sua importancia, a analise elementar de ndo metais
por HR-CS MAS vem ganhando cada vez mais destaque. (BORGES et al, 2005;
WELZ et al, 2005).

O quadro 1 apresenta uma breve revisao bibliografica envolvendo elementos
ndo metalicos, como enxofre, cloro, iodo, fldor, nitrogénio, bromo e fésforo

determinados pela técnica supracitada.

Quadro 1 — Breve revisdo bibliografica sobre elementos ndo metalicos determinados
via formagdo molecular em amostras diversas por HR-CS MAS

utilizando chama ou forno de grafite como atomizador.

(continua)
Elemento | Molécula Amostra Atomizador Referéncias
Vinho Chama HUANG et al., 2008A
Ferro fundido Chama HUANG et al., 2006B
Plantas Chama WANG; LI, 2009
AMostras Forno de FERREIRA, et al., 2010;
s CS biolégicas grafite GUNDUZ; AKMAN, 2015;
HEITMANN, 2006
Fungicida e Chama VIRGILIO, et al., 2011
fertilizante
Carvao e BAYSAL; AKMAN, 2011;
Chama

petroleo KOWALEWSKA, 2011
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Quadro 1 — Breve revisao bibliografica sobre elementos ndo metalicos determinados
via formacdo molecular em amostras diversas por HR-CS MAS

utilizando chama ou forno de grafite como atomizador.

(continuacéo)

Carvio. petréleo RESANO; FLOREZ, 2012;
oIietiIér?o ca o, Forno de grafite NAKADI; ROSA; VEIGA, 2013;
P ¢ MIOR, et al., 2013
Diesel Forno de arafite HUBER, et al., 2015; NAKADI;
9 SOARES; VEIGA, 2014
CS . BECHLIN:; NETO:; NOBREGA,
Farmacos Chama
2013
Alimentos e OZBEK:; BAYSAL, 2015;
. Chama ZAMBRZYCKA; ZYLKIEWICZ,
S bebidas
2014
Alimentos Forno de grafite OZBEK; AKMAN, 2013
SH Fungicida e Chama VIRGILIO, et al., 2011
fertilizante
. . BAUMBACH:; LIMBURG; EINAX,
Agua Forno de grafite 2013
SnS Carvao Forno de grafite BAUMBACH; EINAX, 2014
Oleo cru de Forno de grafite CADORIM, et al., 2016
petréleo
cacl | Amostrassolidas | oo e orafite GUARDA, et al., 2016
diversas
SrCl Amostras Forno de grafite PEREIRA et al., 2014
Cl biologicas
InCl Leite em pé Chama HUANG et al., 2006A
HEITMANN et al., 2006;
AICI Alimentos Forno de grafite FECHETIA; TOGNON; VEIGA,
2012
Bal Medicamentos Forno de grafite HUANG et al., 2009
Minério de zinco | 1 4e grafite HEITMANN et al., 2006
F GaF e proteina
p . GLEISNERA; WELZ; EINAX,
Agua e sal Forno de grafite
2010
N NO Agua e Chama HUANG et al., 2010
fertilizante
AlBr e . .
Br CaBr Sal e farmaco Forno de grafite HUANG et al., 2008B
Ferro fundido Chama HUANG et al., 2005
P PO Amostras Forno de arafite RESANO:; BRICENO; BELARRA,
bioldgicas 9 2009B
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2.2.2 Correcgéo de fundo e espectral

Em termos préticos, toda a radiacdo que passa através do atomizador ndo é
absorvida somente pelos a&tomos de interesse, mas também pode ser absorvida por
alguma molécula gasosa ou, ainda, algum radical que possa estar presente. Além
disso, a radiacdo pode ser espalhada por particulas que podem estar presentes no
atomizador. As moléculas gasosas, por possuirem muitos graus de liberdade, ndo
apresentam uma fina estrutura, apresentando uma banda larga de absorcédo em um
intervalo espectral. Ademais, esse tipo de sinal ndo sofre alteracdo, ou seja, atinge
todos os pixels do detector ao mesmo tempo.

As moléculas podem estar presentes no atomizador devido a constituicdo da
amostra ou mesmo do atomizador, sendo mais comumente encontradas na chama.
Ja a radiacdo que é espalhada, normalmente é encontrada em matrizes que
possuem em sua constituicdo elementos refratarios e que nao puderam ser
eliminados na etapa de pirdlise. Da mesma forma que as moléculas, esse tipo de
diminuicdo da radiacdo que chega ao atomizador, sendo lida pelo detector como
absorcao, é classificada como um evento continuo por ndo possuir uma estrutura
fina definida. Dessa maneira, toda a atenuacdo da radiacdo que ndo se deve a
absorcdo especifica pelo analito, € chamada de absorcao de fundo ou, ainda, néo
especifica.

Como a medida de absorcdo ndo é uma medida absoluta e sim, uma medida
da absorcao total subtraindo-se o sinal da absorcdo do fundo, a investigacdo de
como realizar a medida de fundo corretamente, sempre esteve em discussao. Nos
espectrometros de fonte de linha convencionais isso era realizado de duas formas:
através da correcdo da lampada de deutério ou a corre¢do por efeito Zeeman.

Esses dois tipos de corregcbes possuem suas limitacoes e introduzem erros
guando nao realizadas adequadamente, uma vez que nesse tipo de técnica € pouco
provavel que se saiba qual é fonte que esta contribuido para o surgimento desse
sinal de fundo. Os dois tipos de corre¢cdes funcionam relativamente bem, porém
quando o sinal analitico sofre alguma flutuagéo, devido a baixa concentragdo, essas

corregbes nao conseguem distinguir os tipos de absorgao.
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Dentre os tipos de correcdo mencionados, se destaca aquele por efeito
Zeeman, que apresenta excelente correcdo, exceto para moléculas ou a&tomos que
sofrem alteracdo na absorcdo quando estdo sob efeito de um campo magnético, o
gue ndo acontece para certas moléculas, como a de fésforo (PO).

Ja no HR-CS MAS (do inglés, High Resolution — Continuum Source Molecular
Absorption Spectrometry) o processamento do sinal ocorre da seguinte maneira:
primeiramente, um espectro negro, ou seja, com o blogueio da luminosidade emitida
pela lampada de arco curto de xenénio. Depois, logo antes de comecar a aplicar a
rampa de temperatura, o feixe luminoso passa pelo atomizador na auséncia de
qualquer analito ou possiveis interferentes, sendo registrada a intensidade da luz
como sinal de branco. Isso serve para que a distribuicdo dos comprimentos de onda
chegue a locais corretos na rede echelle e atinja os pixels do detector CCD, onde
registra-se a intensidade média do espectro.

A préxima etapa é a passagem de luz durante a atomizacao/vaporizagao,
onde um scan da intensidade do analito é registrada, gerando um grafico de trés
dimensdes (intensidade x comprimento de onda x tempo). Pode-se obter trés tipos
de sinais: devido a absorcdo atdbmica pelo analito, sinal de fundo e estruturas finas
de outros analitos atdmicos ou moleculares que estejam presentes na amostra ou
padrdes.

O sinal de fundo é automaticamente removido do espectro final gerado pelo
equipamento, restando apenas o0s sinais do analito e mais algum possivel
componente atdmico ou molecular da amostra, ambos com estruturas finas e
definidas. Porém, a presenca de outros metais ou ainda espécies moleculares,
dependendo de sua natureza e quantidade, podem sobrepor o sinal analitico.
Quando isso acontece, um segundo método de correcdo pode ser usado, chamado
de corre¢cdo matematica por um algoritmo de minimos quadrados (LSBC).

Esse tipo de correcdo matematica se baseia na possibilidade de armazenar
um espectro de referéncia dos interferentes e subtrai-los do espectro gerado pela
analise da amostra real. Esse procedimento acontece através de uma regressao
linear do espectro de referéncia, sendo aumentado ou diminuido através de um fator

de correcdo. O quadrado da diferenca entre as intensidades dos sinais do espectro
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de referéncia e o espectro da amostra séo calculados pixel por pixel. Dessa forma é
encontrado um algoritmo de correcéo, que corrige 0s sinais estruturados do espectro

da amostra, sem importar a concentracao do interferente (WELZ et al., 2005).

2.2.3 Analise multielementar

A busca pela determinagdo multielementar simultdnea sempre esteve
presente nas investigacdes envolvendo espectrometria de absor¢céo atdbmica, tendo
menos destaque devido a grande dificuldade instrumental inerente a técnica.

Os primeiros relatos da tentativa de construcdo de um espectrdmetro de
absorcdo atdomica multielementar datam de 1975, onde Aldous e colaboradores
((ALDOUS; MITCHELL; JACKSON, 1975) utilizam duas lampadas multielementares
de catodo oco, policromadores, atomizadores de chama e detectores convencionais
para a determinacdo de 7 metais em agua potavel de forma simultanea. Porém, o
instrumento apresentava baixa sensibilidade quando comparado ao equipamento
convencional, além de n&o proporcionar flexibilidade na escolha dos analitos. A
razdo desse desempenho insatisfatério estd relacionada com a combinacdo das
lampadas de catodo oco, que perdem intensidade devido a divisdo e combinacéo do
feixe de radiacdo (ALDOUS; MITCHELL; JACKSON, 1975; AMORIM et al., 2008).

Devido a isso, a busca por uma fonte de radiacdo continua para a
espectrometria de absorcédo atémica que proporcionasse uma intensidade adequada
ganhava destague. Embora a confeccdo de uma fonte continua que trabalhe na
regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) do espectro eletromagnético ndo seja
realmente dificil de obter, a dificuldade se encontra no isolamento da largura da
banda pelo monocromador, de baixa resolucdo. Devido a isso e uma largura
demasiada grande da fenda, ocorre uma passagem excessiva de radiacédo e,
portanto, uma diminuicdo da sensibilidade e aumento da possibilidade de
interferéncias. Além disso, apresentam uma quantidade elevada de ruido e
consequentemente elevados limites de detecgéo, relacionados a instabilidade da

fonte continua mais intensa. Dessa forma, ndo se pode trabalhar com esse tipo de
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fonte em substituicdo da lampada de catodo oco, se ndo houver mudancas no
restante do equipamento.

Para obter o adequado estreitamento das linhas emitidas pela fonte continua,
O’'Haver e colaboradores, em 1976, (ZANDER; O'HAVER; KELIHER, 1976)
utilizaram um policromador de echelle com alta resolugdo, onde o mesma
proporcionava um estreitamento maior das linhas espectrais. Ja em 1979, Harnly e
colaboradores (HARNLY et al., 1979) desenvolveram um espectrometro de absorcao
atbmica com fonte continua para determinacdes multielementares simultaneas,
chamado de SIMAAC (do inglés, Simultaneous Multielement Atomic Absorption
Continuum), que possuia um policromador echelle modificado, uma lampada de arco
curto de xenbnio como fonte continua de emissdo. Porém, problemas com a
estabilizacdo da fonte de emisséo dificultaram a viabilidade da técnica (AMORIM et
al., 2008).

Com o decorrer dos anos, alguns trabalhos sugeriam a determinacao
simultanea de diversos analitos, ainda que com algumas dificuldades em relacéo a
interferéncia espectral (CORREIA; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000; FRESCHI et al.,
2001; SUNG; SHANG, 2003; AJTONY, et al., 2008).

Atualmente temos disponivel no mercado um espectrometro de absorcao
atdbmica e molecular de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS AAS do inglés,
High Resolution — Continuum Source Atomic Absorption Spectrometry). O mesmo
possui uma fonte luminosa de arco curto de xenbdnio de alta intensidade e um
monocromador duplo de alta resolucéo de prisma e echelle, além de um detector em
arranjo de carga acoplado (CCD), no qual permite uma resolucdo de 2 pm por pixel.

Este tipo de instrumentagcdo proporciona uma excelente resolugcéo e
sensibilidade, onde o detector CCD possui 588 pixels, dos quais somente 200 s&o
usados para finas analiticos, e o restante € usado para corre¢cdes espectrais. Cada
um desses 200 pixels monitora um intervalo de 1 a 2 pm, o que significa que esse
instrumento somente consegue obter resultados de um intervalo de 0,2 a 0,3 nm na
regido do ultravioleta e até 0,5 nm na regido do visivel. Esse intervalo é muito
estreito, limitando a analise multielementar simultanea para elementos que tenham

sinais analiticos dentro desta diminuta faixa.
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Essa limitacdo é mais acentuada para analises em forno de grafite, onde os
elementos de interesse sdo disponiveis todos ao mesmo tempo dentro do
atomizador. Atomizacdo por chama se torna mais adequada, uma vez que a analise
multielementar sequencial rapida pode ser realizada sem problemas (RESANO, M.
et al., 2011).

Apesar da dificuldade de atomizagdo multielementar por forno de grafite, onde
cada elemento possui uma particularidade na temperatura de pirélise e atomizagéo e
também do uso de modificadores, alguns trabalhos apresentam determinacdes
simultaneas de metais em diferentes amostras (ADOLFO et al., 2016; DITTERT et
al., 2009, 2010; OZBEK; OZCAN, 2016A; QUADROS et al., 2010; SANTOS et al.,
2009).

2.2.4 Caracteristicas e Vantagens

As vantagens do uso da técnica de HR-CS AAS ficam mais evidentes quando
comparamos suas caracteristicas com a técnica utilizando LS AAS:

1. Estabilidade do sinal: Como o detector utiizado em HR-CS AAS
monitora 200 pixels, permite a visualizacdo de eventos espectrais continuos, como a
variacdo da fonte luminosa (flicker noise). Esse aspecto somado a grande
intensidade da lampada de arco curto de xendnio, faz com que sinais mais definidos
e com elevada sensibilidade sejam obtidos, melhorando o limite de detec¢cdo em um
fator de 3 a 5 vezes quando comparado a lampada de catodo oco.

2. Ambiente espectral: Por possuir o detector supracitado, além de
visualizar o sinal analitico, é possivel ter uma visdo do ambiente espectral em que
este sinal se encontra, ou seja, possibilita a identificacdo e monitoramento de
possiveis interferentes. Dessa maneira, possibilita a visualizagcdo do sinal analitico
(absorvancia x tempo) acrescido de um terceiro eixo, o0 comprimento de onda.

3. Correcdo de fundo: A correcdo de fundo é realizada de forma
simultanea a obtencédo do sinal, ou seja, até mesmo a mais rapida variacao de fundo

€ registrada e corrigida. Porém, quando o sinal do interferente (atbmico ou na forma
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de molécula diatbmica) estdo sobrepostos temporalmente e ndo puderam ser mais
bem resolvidos, o programa oferece a possibilidade de eliminacdo através da
subtracdo espectral de referéncia através da correcdo matematica de algoritmos
com minimos quadrados.

4. A utilizacdo de uma unica fonte luminosa para todos os analitos dentro
da faixa de trabalho UV-Vis proporciona uma diminuicdo nos gastos de compra de
varias lampadas. Além disso, devido a sua alta energia de emissdo é possivel
utilizar de maneira adequada linhas secundarias.

5. Andlise multielementar: Com a utilizacdo de uma fonte continua, um
monocromador duplo de alta resolucédo e um detector CCD com 200 pixels, a analise
simultanea pode ser realizada em forno de grafite, desde que as linhas de absor¢ao
dos analitos estejam proximas. As andlises sequenciais, ou seja, em diferentes
comprimentos de onda para cada analito, normalmente sdo empregadas por
atomizadores com chama.

Apesar de ser encontrado na literatura relatos de analise simultdnea ou
sequencial utilizando LS AAS, muitos problemas relacionados a sensibilidade,
correcdo de fundo e estabilizacdo de sinal sdo descritos (CORREIA; OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2000; FRESCHI et al.,, 2001; SUNG; SHANG, 2003; AJTONY, et al.,
2008).

Além disso, devido a possibilidade de escolha de comprimento de onda aliada
a um detector CCD, é possivel a determinacdo de elementos ndo metélicos com
maior facilidade, através da formacdo de moléculas diatbmicas. Alguns desses
trabalhos estéo relatados no Quadro 1.

A literatura relata que ndo ha desvantagens na utilizagdo de HR-CS AAS em
comparacdo ao uso de um espectrometro de fonte de linhas convencional, sendo a
Unica diferenca o preco, uma vez que o espectrometro de alta resolucdo com fonte
continua € mais recente e possui maior tecnologia em sua fabricacdo e, obviamente,
€ mais caro. Esse aspecto € de alguma forma amenizado, uma vez que € necessario
a compra de uma unica lampada como fonte luminosa e para o espectrébmetro
tradicional € necessario a compra de uma lampada para cada elemento de interesse
(RESANO; RUIZ, 2011; WELZ et al., 2007).
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3 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE
CLORO UTILIZANDO AMOSTRAGEM SOLIDA EM ESPECTROMETRO DE
ABSORCAO MOLECULAR DE ALTA RESOLUCAO COM FONTE CONTINUA E
FORNO DE GRAFITE

3.1 INTRODUCAO

Cloro é considerado um dos elementos mais abundantes na superficie
terrestre, sendo encontrado em maior quantidade solubilizado nos oceanos na forma
de cloreto (~2 %). Devido a sua alta solubilidade, este elemento consegue ser
facilmente transportado através de diferentes tipos de barreiras geoquimicas, sendo
rapidamente absorvido por distintos seres vivos e considerado um componente
essencial para os mesmos. Sua funcdo no corpo humano € basicamente o controle
adequado da pressao osmoética, equilibrio acido-base, proporcionando adequado
valores de pH a vida. Aléem disso, também é encontrado no sangue e proporciona
adequada digestibilidade dos alimentos, uma vez que o acido cloridrico € um dos
principais componentes do suco gastrico (FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 2012;
GRIZEL et al., 2015; YUDOVICH; KETRIS, 2006).

A utilizacdo desse elemento em escala industrial, parte da eletrélise de uma
solucdo de cloreto de sodio, para a obtencdo do cloro elementar, na forma de gas.
Uma vez liquefeito, o cloro é transportado para uma vasta gama de aplicacées, tais
como: a fabricacdo de polimeros como o PVC (policloreto de vinila), solventes
clorados, defensivos agricolas, branqueamento de celulose, tratamento de aguas,
reagente intermediario na sintese de produtos (anticoagulantes, amaciantes de
tecidos, produtos automotivos e insumos farmacéuticos), entre outros
(FERNANDES; GLORIA; GUIMARAES, 2009).

Porém, na forma elementar, ao entrar em contato com a agua, por exemplo,
presente na mucosa nasal, produz HCI, causando elevada toxicidade aos seres
vivos. Os sintomas de intoxicacdo por cloro aparecem instantaneamente apos a

exposicdo, e podem ser: secrecdo nasal, lacrimacdo e dor nas vias aéreas
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superiores. A concentracdo de apenas 0,001% de Cl2 pode causar sérios danos ao
pulmé&o e com uma concentracdo de 0,01% pode ser fatal (PEREIRA et al., 2014).

Devido a importancia desse elemento para 0s seres vivos e seu potencial
efeito toxico em certas condicdes e concentracbes, o monitoramento do mesmo
tanto em amostras de tecido vegetal e animal, combustiveis fésseis e amostras
industriais sdo muito importantes (CVJETKO; CVJETKO; PAVLICA, 2010).

Diferentes técnicas instrumentais sdo utilizadas para o monitoramento
gualitativo e quantitativo de cloro, porém a maioria utiliza métodos de decomposicao
de amostras. A decomposicao via acida, ainda que realizada em sistema fechado,
agrega a possibilidade de contaminacdo proveniente dos reagentes utilizados, uma
vez que a presenca do elemento monitorado se encontra, muitas vezes, em nivel de
traco.

A andlise direta de solidos se apresenta como uma alternativa a esse
problema, uma vez que diminui o tempo de analise, aumenta a sensibilidade, pois
ndo h& diluicdo da amostra e reduz o risco de contaminacdo ou perda por
volatilizacdo. Em amostras de dificil decomposicdo, como o carvao, que buscam a
determinacao de elementos volateis como o cloro, tornam este tipo de analise ainda
mais atrativa (GOIS et al., 2014).

Com base nisso, a recente técnica HR-CS GF MAS, utilizando andlise direta
de sodlidos, foi escolhida para investigar a presenca de cloro em amostras de

diferentes naturezas.
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3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O desenvolvimento deste método analitico para a determinacdo de cloro,

através da formacdo da molécula CacCl, utilizando espectrometria de absorcdo

molecular de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite, teve por principal

objetivo a analise direta de amostras sélidas e liquidas, com diferentes

concentracdes de cloro. Para que este objetivo geral fosse alcancado, os seguintes

objetivos especificos foram definidos:

VI.

Escolher a melhor molécula e comprimento de onda que proporcione
a determinacao de cloro nas amostras e nos padrbes aquosos com
a adequada sensibilidade;

Otimizar a temperatura de pirélise e vaporizagcdo no comprimento de

onda escolhido;

Escolher o modificador quimico adequado para garantir a
estabilidade e sensibilidade da molécula.

Otimizar tanto a massa de modificador quimico quanto a do

reagente formador da molécula (célcio);

Validar o método proposto, onde serdo avaliados os parametros:
precisao, limite de deteccdo e quantificacdo, exatiddo (frente a

amostra certificada) e massa caracteristica;

Aplicar o método validado em amostras de natureza distintas para

comprovar a ampla gama de sua aplicabilidade.
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3.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.2.1 Cloro

3.2.1.1 Historico e Caracteristicas

O elemento cloro foi o primeiro halogénio a ser identificado pelo quimico Carl
William Scheele, em 1774, publicado em De Magnesia Negra, na Suécia. Apesar de
sua identificacdo nessa época, sua utilizacdo e investigacdo sobre sua natureza é
datada de muito antes disso. A utilizacdo do cloreto de s6dio como um sal vital é
conhecido desde 77 D.C.. A descoberta de W. Scheele foi realizada através do
aquecimento de acido cloridrico (conhecido como &cido muriatico) e diéxido de
manganés, que liberava um gas amarelo-esverdeado, o qual possuia odor da agua
régia. Suas conclusdes foram de que substancias acidas em contato com o 6xido de
manganés, rapidamente o dissolvia, consequentemente o gas liberado deveria ser o
muriatico sem a presenca do hidrogénio (WISNIAK, 2002).

Em 1810, Humphry Davy demonstrou que o elemento ndo poderia ser
decomposto, e que o acido muriatico era na verdade, formado de hidrogénio e cloro.
Dessa forma, reconheceu-se como um novo elemento, dando a ele o nome de cloro,
devido a sua coloracdo amarelo esverdeada (PEIXOTO, 2003).

Somente em 1823, Faraday determinou de forma quantitativa a formacao de
cloretos e cloro liquefeito, sendo somente fabricado em larga escala em 1888, por
Rudolph Knietsh. Nessa época, o principal uso para o elemento estava relacionado
ao branqueamento e a desinfeccao em hospitais (WISNIAK, 2002).

Entre 1920 e 1940, o cloro teve um considerado aumento na participacéo
como matéria prima de diversos solventes clorados. Também foi utilizado na
primeira guerra mundial, na forma de gas mostarda (bis(2-cloroetil) sulfeto), sendo a
primeira substancia utilizada como arma quimica (FERNANDES; GLORIA;
GUIMARAES, 2009).
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3.2.1.2 Abundancia, obtencao, uso e contaminacéo

A quantidade de cloro distribuida em toda a crosta terrestre, é de
aproximadamente 0,0314%, podendo ser encontrado na forma elementar, na forma
de HCI em gases vulcanicos e na forma iénica, cloreto (Cl), presente em sua maioria
nos oceanos (~2%) (FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 2012; LUZ; LINS, 2005;
PEIXOTO, 2003).

O principal processo de obtencédo do elemento utiliza a agua do mar como
matéria prima, uma vez que possui elevado teor de NaCl. Essa agua sofre um
processo de eletrdlise, na qual converte os ions cloreto em cloro elementar. Sua
formacao resulta num gas de coloracdo amarelo-esverdeado, com odor forte e muito
irritante. A indUstria, para conseguir manusear o cloro elementar, aplica um processo
gue envolve pressado a baixa temperatura, liquefazendo o gas cloro, passando entéao
a um liquido de coloracdo ambar (FERNANDES; GLORIA; GUIMARAES, 20009).

A partir desse produto, indmeros outros podem ser fabricados, sendo os
principais reagentes quimicos: 60% de todos os produtos de relevancia comercial e
85% dos produtos farmacéuticos. Além disso, é constituinte da principal matéria
prima para a confeccdo do PVC, o dicloroetano, do 6xido de propeno, utilizado na
fabricacdo de espumas para colchdes/estofados, do acido cloridrico, do hipoclorito
de sddio, de defensivos agricolas, na industria alimenticia, entre outros (ABICLOR,
2014).

Como o elemento esta presente em diversos tipos de produtos e €
considerado um elemento essencial a vida, ele € facilmente encontrado em diversas
amostras bioldgicas ou industriais. Porém, em excesso em produtos consumidos
pelo homem, pode causar disfungdo hormonal ou danos no sistema nervoso.

Ja quando presente em produtos industriais, que utilizam a queima dos
mesmos como producdo de um subproduto, como por exemplo, o carvao ou
combustiveis fosseis, colabora para a poluicdo ambiental (GOIS et al., 2014). No
tabaco, durante o processo do fumo, a ingestdo demasiada deste elemento pode

contribuir para uma intoxicacédo do organismo (BARBOSA et al., 2013).
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3.2.1.3 Toxicidade, mecanismos de acéo e tratamento

A toxicidade do cloro frente a humanos dependera do tipo de composto e do
tempo de contato a essa espécie. O cloro na forma molecular, além de ser
extremamente irritante, em contato com agua, seja do ambiente ou da mucosa do
sistema respiratorio, forma o &acido hipocloroso e &cido cloridrico. O exato
mecanismo do dano epitelial € desconhecido, porém se pode inferir que a espécie
de Clz reaja com espécies de oxigénio, presentes nas vias aéreas, podendo formar
uma diversa gama de compostos oxidantes altamente reativos. O primeiro
tratamento realizado para este tipo de intoxicacdo € a hidratacdo das vias
respiratérias. Caso haja uma obstrucdo das vias respiratdrias, € recomendado o uso
de agentes adrenérgicos. Apesar de existrem outros tratamentos, este
procedimento e 0 repouso do paciente parecem ser 0S mais comumente aceitos
(WHITE; MARTIN, 2010).

A intoxicagdo por sais inorganicos comuns de cloro, como o KCI e o NaCl,
nao sdo comuns uma vez gque sua ingestdo em grandes quantidades causa vomito e
sao facilmente excretados pelo rim e figado. Um consumo néo tédo elevado, porém
regular, pode causar aumento da pressdo sanguinea, juntamente com possiveis
danos aos 6rgaos excretores (WHO, 2003).

Hipoclorito de sédio (NaOCI) quando ingerido pode causar queima¢do na
boca e garganta, ocasionando também irritacdo no sistema gastrointestinal, além de
nausea, vomito e diarreia. Quando o hipoclorito é utilizado como agente de limpeza,
e é misturado com outros produtos de limpeza contendo um pH &cido ou bésico,
pode ocorrer a liberacédo de cloro na forma gasosa, resultando na irritacdo das vias
aéreas. A exposi¢do ocular também pode causar irritagdo, dor, lacrimacéo, fobia a

luz e inflamacgé&o na retina (PHE, 2015).

3.2.1.4 Legislacéo

De acordo com o Instituto Médico da Academia Nacional de Ciéncia dos

Estados Unidos (Washington, USA), para o correto funcionamento do organismo de



49

um ser humano entre 19 e 50 anos € recomendado a ingestédo de 2,3 g de cloreto na
dieta diaria (OTTEN; HELLWIG; MEYERS, 2006).

Como dito antes, 0 excesso ou a deficiéncia desse elemento podem causar
danos metabolicos ao corpo humano, sendo necesséaria a investigacdo e a
criacao/monitoracao de regulamentacdes sobre a quantidade que cada produto deve
conter, e que estes sejam discernidos quanto a sua via de introdu¢cao no organismo:
respiratorio, gastrointestinal, topica ou intravenosa.

A quantidade maxima permitida (MCL, do inglés Maximum Contaminant
Level) para cloro em agua potavel, de acordo com a US EPA (do inglés, United
States Environmental Protection Agency) é de 5 mg.L (EPA, 2003).

No Brasil, o Ministério da Saude dispde sobre os procedimentos de controle e
vigilancia da qualidade da agua para o consumo humano e seu padrdo de
potabilidade através da Portaria n° 2.914, de 2011. Essa portaria prevé uma
quantidade minima de cloro residual livre de 0,2 mg.L? e maxima de 2 mg.L't em
qualquer ponto do abastecimento (BRASIL, 2011).

O US FDA (do inglés, United States Food and Drug Administration) traz a
regulamentacao de diferentes tipos de alimentos, variando o nivel maximo permitido
de cloreto de calcio (usado como agente antifermentante, antimicrobiano, controle
de pH, intensificador de sabor, umectante, estabilizador, espessante e texturizante)
entre 0,05 e 2 % (FDA, 2016).

Ja os defensivos agricolas, com organoclorados em sua composi¢ao, foram
utilizados em grandes quantidades na metade do século XX. Além do uso na
agricultura, esses compostos foram utilizados para o controle de proliferacdo de
mosquitos transmissores da Dengue e Leishmaniose, além de piolhos em criancas.

Devido a sua estabilidade associada a facil solubilizacdo em tecidos lipidicos,
esse tipo de defensivo agricola possui a propriedade de bioacumulacao, até as mais
altas posicdes da cadeia alimentar. Dessa maneira, esses compostos estariam em
tecidos de origem animal e vegetal, sendo diretamente consumidos e acumulados
em humanos.

Esses compostos organoclorados atacam enzimas ou sistemas especificos

dos organismos das pragas, e por estas serem muito semelhantes as que estédo
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presentes no corpo humano, esses compostos apresentam um grande risco para a
saude humana e do meio ambiente. Dessa maneira, a monitoragdo deste elemento
ou moléculas que contenham o mesmo, em diferentes tipos de amostras, se tornou
analise de rotina em diversos laboratérios (CHUNG; CHEN, 2011).

Nos Estados Unidos, o uso do DDT (1,1-tricloro-2,2-di(p-clorofenil) etano) foi
banido do seu territdrio, em 1972 pela proibicdo da US EPA. Depois disso, a maioria
dos paises seguiu 0 mesmo comportamento, no entanto, em alguns paises em
desenvolvimento ele ainda é utilizado em combate a doencas transmitidas por
mosquitos. No Brasil, o uso, comercializacdo e distribuicio do mesmo e de outros
defensivos agricolas organoclorados foram proibidos efetivamente pela Portaria do
Ministério da Agricultura n® 329, de 02 de setembro de 1985 (JARDIM; ANDRADE,
2009; BRASIL, 1985).

A presenca de cloro em carvao também é alvo de investigacdes e limitado por
legislagbes internacionais e nacionais. Esse produto, ao ser queimado em usinas
termelétricas, pode levar esse elemento ao estado de vapor e liberado ao meio
ambiente se ndo houver correta captura desse elemento. Além disso, o cloro esta
associado a liberacdo do mercurio, uma vez que forma compostos facilmente com
esse metal, e dependendo da sua concentragdo promove ou inibe a formacao de
mercurio reduzido ou oxidado (CHU; MEHTA; CARTY, 2005).

A Administracdo de Seguranca e Saude Ocupacional Norte Americana
(OSHA, do inglés Occupational Safety and Health Administration) regula o limite de 5
ppm de HCI no ambiente de trabalho de uma usina termelétrica (OSHA, 1991).

Apesar de 6rgédos brasileiros, como o CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente), apresentar resolu¢des de controle de poluentes emitidos por fontes fixas,
nao foram encontrados valores maximo permitidos para compostos clorados
(BRASIL, 2002).
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3.2.1.5 Determinacéo de cloro

Os métodos analiticos, encontrados na literatura, utilizados para a
determinacdo de cloro podem ser divididos em métodos classicos (volumetria,
gravimetria ou colorimetria) e métodos instrumentais de analise.

Apesar dos métodos classicos apresentarem adequada exatiddo e precisao,
possuem baixa sensibilidade e sdo limitados ao tipo de amostra. Dessa maneira, 0S
mesmos se tornam mais utilizados em amostras que sejam compativeis com o
meétodo e que possuam um elevado teor do analito (porcentagem) (SKOOG, 2006).

Os métodos instrumentais de analise possibilitam uma alta sensibilidade,
fazendo com que diversos elementos sejam quantificados a niveis cada vez
menores utilizando pouco volume/massa de amostra. Apesar de possuir um maior
custo, sua rapidez, sensibilidade, exatiddo, precisdo e versatilidade de amostra
(solida ou liquida) séo fatores que fazem com que estes tipos de métodos analiticos
sejam mais investigados em pesquisas cientificas.

Métodos como Espectrometria de emissdo Otica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES, do inglés, Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry) (NAKATA et al., 2015; PEREIRA et al., 2009), Espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, do inglés, Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry) (ANTES et al., 2013; BARBOSA et al., 2013),
Cromatografia idnica (PENG et al., 2012; WANG; MAKISHIMA; NAKAMURA, 2009),
Andlise por ativagcdo com néutrons (SEKIMOTO; EBIHARA, 2016), Espectrometria
de fluorescéncia de raio-x (DOYLE et al.,, 2011, 2013; DHARA et al., 2012),
Potenciometria (DZIUBANIUK et al., 2012; MURTHY et al., 2010), Amperometria
(MUNOZ; CESPEDES; BAEZA, 2015; OLIVE-MONLLAU et al., 2010) e Voltametria
(SAPUTRO et al., 2010) s&o descritos na literatura para a determinagao de cloro.

A absorcdo atbmica utilizando atomizacao por forno de grafite (GF AAS, do
inglés, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) possui adequada
sensibilidade e relativo baixo custo. Porém, a determinacdo direta de cloro pela
técnica de absorcdo atbmica é possivel, uma vez que a linha de absorcdo atdbmica

deste elemento localiza-se no ultravioleta no vacuo.
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Com o surgimento de um equipamento mais moderno de absorgdo atbmica
e molecular, o HR-CS MAS, surge a concreta possibilidade de determinacdo de n&o
metais, uma vez que a possibilidade de escolha do comprimento de onda dentro do
intervalo de comprimento de onda fornecido pela lampada de arco curto de xenénio
(190 a 900 nm) que permite a determinacdo indireta do ndo metal através da
formacao de moléculas diatbmicas do mesmo (RESANO; RUIZ, 2011).

A formacéo de moléculas diatdmicas apresenta maior interferéncia espectral
e ndo-espectral quando comparada a atdmica, uma vez que a espécie a ser formada
precisa ser estavel em altas temperaturas. Além disso, outras espécies presentes na
amostra podem competir com o atomo formador da molécula, ocorrendo
principalmente em amostras solidas. A fim de minimizar este comportamento,
moléculas com elevado valor de energia de ligacdo sdo comumente utilizadas.

A absorcdo molecular de InCl foi relatada na literatura primeiramente por
Haraguchi e Fuwa em 1975 (HARAGUCHI; FUWA, 1975) utilizando LS FAAS (do
inglés, Line Source Flame Atomic Absorption Spectrometry) e, posteriormente,
utilizando a técnica de HR-CS MAS por Huang e colaboradores em 2006 (HUANG et
al., 2006A). Ambos utilizavam como atomizador, chama composta de ar/acetileno.
As amostras utilizadas por Huang e colaboradores foram leite em p0, que foram
totalmente dissolvidas em agua e sedimentos marinhos, que foram decompostos
com &cido nitrico. O principal interferente neste trabalho foi o fldor, que pode diminuir
o sinal analitico da molécula alvo pela competicdo na formacéo de InF. Isso pode ser
explicado pela energia de formacao das moléculas diatbmicas que séo para o InCl o
valor de 439 + 8 Kj mol* e para InF de 506 + 14,6 Kj mol.

A molécula de AICI foi escolhida em trabalhos posteriores (HEITMANN et al.,
2006; FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 2012) por possuir maior energia de ligacao
(511 Kj mol?), por apresentar estreitas bandas de absorgéo e isoladas umas das
outras, possibilitando a correcdo espectral. Ambos os trabalhos utilizaram forno de
grafite como atomizador e decomposicao acida para as amostras.

No primeiro trabalho (HEITMANN et al., 2006), a presenca de cobalto teve

gue ser evitada a fim de diminuir a sua sobreposicdo e interferéncia espectral. Ja no
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trabalho mais recente, a presenca do modificador Al-Ag-Cl também deve ser evitada
com 0 mesmo proposito.

Pereira e colaboradores (2014) propuseram a determinacédo de cloro via SrCl,
que apresenta energia de ligacédo relativamente alta 409 Kj mol! (PEREIRA et al.,
2014). Os autores relatam ainda que para as moléculas InCl e AICI, por possuirem
comprimentos de onda muito proximos (267,24 e 261,42 nm, respectivamente), pode
ocorrer a sobreposicdo de linhas. Além disso, aplicaram o método proposto em
analise direta de soélidos, mostrando insignificativas interferéncias espectrais e nao
espectrais.

Porém, mesmo que a molécula alvo esteja bem definida e isolada de outras
possiveis espécies, a nao-interferéncia de outros elementos € dificil de ser
totalmente assegurada em absor¢cdo molecular, uma vez que a composicdo das
amostras pode variar significativamente.

Como por exemplo, o trabalho de Nakadi, e colaboradores de 2015 (NAKADI
et al., 2015) relata a interferéncia significativa de célcio na formacéo de AICI (511 K|
mol?). Apesar da molécula CaCl ter uma energia de dissociacdo de ligagcdo menor
(409 + 8,7 Kj mol?t), a presenca comum deste analito, em grandes quantidades e em
diferentes tipos de amostras, faz com que sua formacdo seja favorecida em
comparacdo a outras moléculas ja propostas. Isso se deve a uma populacdo
significativa de atomos de calcio presente na fase gasosa, podendo assim competir
para a formacdo da molécula diatdmica de cloro e diminuir a sensibilidade da
molécula estudada.

Dessa maneira, este trabalho propde a utilizagcdo da molécula CaCl para a
quantificacdo de cloro, uma vez que o elemento calcio € comumente encontrado em
elevadas concentragbes em diversas amostras e também pode atuar como

interferente em outras espécies de moléculas diatbmicas de cloro.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Equipamento

Todas as medidas de absorcdo molecular foram realizadas em um
espectrometro de alta resolugdo com fonte continua, modelo ContrAA 700
(AnalytikJena®, Alemanha). A fonte de emissdo é composta de uma lampada de
arco curto de xenénio (GLE, Berlim, Alemanha), operando em modo “hot-spot”. O
sistema também inclui um duplo monocromador (prisma como pré-monocromador
associado a um monocromador de alta resolucdo com rede de echelle) e um
detector CCD, atuando como detector. Este detector possui 588 pixels, sendo 200
deles usados com finalidade analitica e o restante utilizado para corre¢fes internas
do equipamento.

O atomizador utilizado foi o forno de grafite para analise direta de soélidos,
aquecido transversalmente, e sem o orificio dosador (AnalytikJena®, part humber
407-A81.303). Os fornos e plataformas para analise de sélidos utilizadas
(AnalytikJena®, part number, 407-152.023) sao recobertos piroliticamente.

As plataformas foram inseridas ao forno de grafite através do amostrador
sélido automatico (AnalytikJena®, SSA 600), que também possui uma microbalanca
(Sartorius M2P, Gotinga, Alemanha) com preciséo de 0,001 mg.

O géas argbnio utilizado como gas de protecdo e purga possui pureza de
99,999% (Praxair, Zaragoza, Espanha). A quantificacdo do sinal analitico foi
realizada através da medida de absorvancia proveniente da area do pico,
considerando CP = 1.

3.3.2 Reagentes e solugdes
A fim de evitar contaminacado, a agua de elevada pureza utilizada em todas

as solucdes foi fornecida pela Fluka (Trace Selec Ultra, nivel de cloro inferior a

1 ug.Kg, Fluka, Buchs, Suica).
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Os padrbes de cloro foram preparados através da devida diluicdo da solucéo
estoque de 1000 mg.L? (NaCl em &gua, Darmstadt, Merck, Alemanha) em agua
ultrapura. A solucdo de 40 g.L! de célcio, utilizada como reagente formador da
molécula diatdmica, foi preparada através da pesagem de quantidade adequada do
sal de Ca(NO3s)2-4H20 (Merck, Alemanha) e dissolvida em agua de elevada pureza
(Fluka, Buchs, Suica).

Para a realizacdo das medidas comparativas e formacdo da molécula de
SrCl, o reagente formador da molécula diatbmica foi preparado pesando adequada
massa de Sr(NOs)2 (Merck, Alemanha), o qual foi dissolvido em agua de elevada
pureza (Fluka, Buchs, Suica) para a obtencdo da solucédo de concentracéo 10 g.L?
de Sr.

Nas duas situacdes, o emprego de paladio (na forma de nitrato) foi
investigado como possivel modificador quimico. Esta solucéo foi preparada através
da adequada diluicdo da solucédo estoque de 10 g.L* de paladio (Pd(NOz)2 em 15%
de acido nitrico, Merck, Alemanha), para a concentracgéo final de 2 g.L.

Além disso, solucbes de nanoparticulas dispersas de paladio e platina foram
também investigadas como possiveis modificadores quimicos. A solucdo de
nanoparticulas de paladio tem sua sintese descrita na literatura (RESANO; FLOREZ,
2012) e foi reproduzida para a utilizacao neste trabalho com concentracéo final de
1,8 g.L't e tamanho de 20 nm. A solucdo de nanoparticulas de platina foi adquirida
da Nanocomposix (San Diego, Estados Unidos) com concentragédo de 1,07 g.L! e
tamanho de 5 nm.

Ainda, somente para a formacdo de SrCl foi utilizado Zr como modificador
quimico permanente, através da utilizacdo da solucdo de 1 g.L! de Zr (Merck,
Alemanha), sendo adicionado um total de 400 pg de Zr em cada plataforma, em

procedimento descrito por Pereira e colaboradores em 2014 (PEREIRA et al., 2014).

3.3.3 Amostras

Oito materiais de referéncia certificados, de diferentes naturezas e com

quantidade de cloro compativeis com a faixa de trabalho das linhas de absorcéo de
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CaCl, foram selecionados, sendo elas: a amostra de carvao betuminoso (SRM
2692c, Bituminous Coal), folha de pinheiro (SRM 1575, Pine needles), farinha de
arroz (SRM 1568b, Rice flour) e leite em p6 sem gordura (SRM 1549, Non-fat milk
powder), todas provenientes do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST,
do inglés National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Estados
Unidos), carvdo (CRM BCR 460, Coal) e Polietiieno (ERM EC681, Polyethylene)
provenientes do Instituto de materiais de referéncia e medidas (European
Comission, Join Reserch Centre, Institute for Reference Materials and
Measurements, Bruxelas, Bélgica), cabelo humano (CRM NCS ZC 81002b, Human
Hair, BeijingChina) proveniente do Centro Nacional de Andlises para Ferro e A¢o (do
inglés, National Analysis Centre for Iron and Steel) e Oxido de ferro (Ill) (Fe203, CRM
686-1, Dusseldorf, Alemanha) proveniente do Comité Europeu para Ferro e Ac¢o (do
inglés, European Committe for Iron and Steel Standardization). Os detalhes da

constituicdo das amostras sao descritos na Tabela 1.

Tabelal - Detalhes da composicdo dos materiais de referéncia certificados
utilizados neste trabalho para a determinacg&o de cloro, utilizando CacCl
e SrCl em HR-CS GF MAS.

Conteuldo certificado  Conteudo certificado

Referéncia Tipo de amostra
de Cl (ng.mg?) de Ca (% m/m)
NCS zZC 81002b  Cabelo humano 48,2" 0,1537 + 0,0068
CRM BCR 460 Carvao 59 +18 -
ERM EC681 Polietileno 92,9+28 -
SRM 1575 Folha de pinheiro 293+ 20 0,41 £ 0,02
SRM 1568b Farinha de arroz 301,1+38 0,012 + 0,00031
CRM 686-1 Oxido de ferro 950 + 60 0,0097 + 0,0007
SRM 2692c Carvao betuminoso 1338 + 22 -
NIST SRM 1549 Leite em p6 sem 10900 + 200 1,30 £ 0,05
gordura

* valor informativo
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3.3.4 Procedimento para a analise de cloro por HR-CS GF MAS

A otimizacao das condicOes e parametros experimentais, juntamente com as

caracteristicas de cada linha de absorcdo, sdo mostradas em detalhes na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros instrumentais para a determinagéo de cloro utilizando HR-
CS GF MAS em amostras sélidas certificadas.

(continua)
CaCl SrCl
TransicOes eletronicas X2 —C2I1 (364 — 402 nm) X22+*—>B? ¥* (646 — 689 nm)
(faixa de comprimento
Comprimento de onda 377,501 nm (SRM 1575, CRM 635,862 nm (SRM 1575,
do pixel central 686-1, SRM 2692c, SRM 1549) |SRM 1568b, SRM 1549)

(amos(tjras anali_sadaf 620,862 nm (NCS ZC 81002b,
em cada comprimento  p~p 4160 ERM EC681, SRM

de onda) 1568b)
Pixels somados por 3 (~2,20 pm para 377,501 nm; 3 (~4,15 pm)
linha (resolucéo) ~4,00 pm para 620,862 nm)
Reagente formador da Ca (400 pg) Sr (100 pg)
molécula

. . Zr (permanente - 400 ug) +
qumcadores Pd (como nitrato - 20 pg) Pd (como nitrato - 20 pig)
qguimicos
Faixa de massa de SRM 2692c 0,25-0,60 SRM 1575 0,15-10,30
amostra analisada BCR 460 0,25 -10,60 SRM 1568b 0,20 - 0,35
diretamente como NCS zC 81002b 0,20 - 0,50
sélido (mg) SRM 1575 0,50-0,70

SRM 1568b 0,15-0,30
ERM EC681 0,25-0,50
CRM 686-1 0,30 -0,50




58

Tabela 3 — Parametros instrumentais para a determinacao de cloro utilizando HR-CS
GF MAS em amostras sélidas certificadas.
(continuacéo)

Programa de Temperatura

o Rampa Tempo Fluxo de gés Ar
Etapa Temperatura (°C) (°C 57 (s) (L min)
Secagem 90 30 20 2,0
Secagem 1102/130° 30 20 2,0
Pirdlise 7002/600P 50 10 2,0
Vaporizagao 22003/2300° 3000 10 0
Limpeza 2600 100 4 2,0
acacCl / *SrCl

A otimizacdo deste método foi realizada em duas etapas, sendo a primeira
dedicada a molécula CaCl e suas caracteristicas e a segunda a molécula SrCl, ja
descrita na literatura, para comparacao dos resultados obtidos.

Para a determinacdo de cloro utilizando CacCl, realizou-se a curva de
calibracdo com padrao liquido de cloro, em concentracdes de acordo com a linha e
sensibilidade requerida pela amostra. Como mostra a Tabela 1 e 2, as amostras que
possuem uma concentracdo de cloro acima de 900 ng.mg? foram analisadas
utilizando o comprimento de onda menos sensivel, 377,501 nm. Porém, quando a
guantidade de cloro é pequena, o comprimento de onda escolhido foi entdo o mais
sensivel, 620,862 nm. A discussdao mais aprofundada sobre as caracteristicas
destas linhas é realizada no item 3.4.1.1.

Depois de definido o comprimento de onda mais adequado para a amostra,
as curvas de calibracdo foram realizadas através da medida de um branco e cinco
concentracOes crescentes dos padrdes de cloro, em triplicata. A faixa utilizada para
a linha 377,501 nm foi de 100 a 800 ng e para a linha 620,862 nm foi de 20 a 100
ng. Juntamente com cada padrao, foram adicionados 10 uL (400 ug) de calcio como
reagente formador da molécula diatdmica e 10 pL (20 ug) do modificador quimico de
paladio, diretamente sobre a plataforma de soélido e transportado até o forno de
grafite pelo amostrador automatico. O programa de temperatura apresentado na

Tabela 2 foi aplicado e o sinal registrado. Apés ser construida a curva de calibracéo,
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a plataforma vazia foi introduzida na microbalanca para tarar, e entdo a plataforma
foi levada novamente até a posicdo inicial pelo par de pincas do amostrador de
sélidos, onde uma quantidade apropriada de amostra foi introduzida na mesma.
Depois disso, a plataforma foi levada novamente até a microbalanca para verificacdo
e posterior ajuste de massa. Depois de ajustada a massa da amostra, foi adicionada
sobre a mesma o formador de molécula (400 pg de calcio) e o paladio como
modificador quimico. Em seguida, a plataforma e seus componentes foram levados
até o forno de grafite e 0 mesmo programa de temperatura realizado na curva de
calibracdo foi aplicado e o sinal registrado. Em todas as analises, a absorvancia
integrada foi selecionada como modo de registro de sinal, ou seja, a soma dos sinais
de 3 pixels (o central e mais dois adjacentes a este, CP + 1) foram considerados
como resultado analitico para cada analise, independente da linha ou molécula.

Para a amostra de leite em pé sem gordura (SRM 1549), foi realizada uma
suspensao através da homogeneizacdo com agua ultrapura em banho de ultrassom
durante 1 minuto. Essa suspensao foi adicionada na plataforma, vazia e ja tarada,
juntamente com o calcio e o paladio, sendo levada até o forno de grafite e aplicado o
mesmo programa de temperatura das amostras solidas e padrées aquosos.

Para cada amostra, foram analisadas cinco replicatas e a mediana dos
resultados foi considerada como valor representativo (BELARRA; RESANO;
CASTILLO, 1999; 1995).

J&a para o estudo comparativo utilizando a molécula de SrCl, foi utilizado o
trabalho descrito por Pereira e colaboradores (2014) como base (PEREIRA et al.,
2014). Assim como descrito neste trabalho, somente foi encontrada uma faixa de
comprimentos de onda onde foram observados sinais de absor¢cdo molecular, sendo
0 635,862 nm o comprimento de onda pertencente ao pixel central desta zona.

Sendo assim, as plataformas foram recobertas com Zr como modificador
quimico permanente. Para tal, 40 yL de uma solugdo de 1 g.L* foram adicionadas
sobre a plataforma vazia e submetidas a tratamento térmico, onde o programade
temperatura utilizado est4 descrito no mesmo trabalho. Esse procedimento foi

realizado 10 vezes, totalizando uma massa de 400 pug.
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Juntamente com os padrdes de cloro, foi adicionado a plataforma 10 pL (100
Hg) da solugéo de estréncio como reagente formador de molécula e 10 pL (20 pg) de
paladio como modificador quimico. O programa de temperatura descrito na Tabela 2
foi aplicado. Da mesma forma que a molécula anterior, trés replicatas de cada ponto
da curva de calibracdo (branco + 5 concentracdes crescentes) foram realizadas e a
absorvancia integrada foi registrada, também com CP + 1.

As duas amostras soélidas escolhidas para analise comparativa foram
aguelas que apresentaram valores relativamente altos de calcio em sua constituicao,
sendo a folha de pinheiro - SRM 1575 e farinha de arroz - SRM 1568b.

Do mesmo modo, as amostras foram introduzidas na plataforma de sélidos,
vazia e tarada, adicionados de 100 ug de estréncio e 20 pug de paladio. O mesmo
programa de temperatura aplicado aos padrbes e descrito na Tabela 2 foi realizado.
Para cada determinacdo, foram analisadas cinco repeticbes, e a mediana dos

resultados foi considerada como valor representativo.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 Otimizacao das condi¢cdes experimentais

3.4.1.1 Investigacao das linhas de absorcédo de CacCl

A literatura classica apresenta diversas bandas de absorcdo da molécula de
CaCl, na regido do visivel e ultravioleta do espectro eletromagnético (PEARSE;
GAYDON, 1976). Dessa maneira, buscou-se 0 monitoramento de bandas de
absorcdo dessa molécula nessas regides, utilizando HR-CS GF MAS, para melhor
compreensao do comportamento e caracteristicas de cada uma delas, apresentadas

a sequir pela Figura 1.
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Figura 1 — Espectros de absor¢cdo molecular para as 4 regibes espectrais mais
intensas da molécula de CaCl. Todos os espectros foram obtidos pela
vaporizacado de 100 ng de Cl (na forma de NaCl) + 20 de yg Pd (na
forma de Pd(NOs3)2 em 15% de acido nitrico) e 400 ug Ca (na forma de
Ca(NOs3)2:4H20), utilizando o programa de temperatura descrito na
Tabela 2.
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Os espectros da Figura 1, foram registrados utilizando 100 ng de Cl, na
forma de solucéo de NaCl, juntamente com 20 pg de Pd, na forma de Pd(NOz3)2 em
15% de &cido nitrico e 400 ug Ca, na forma de Ca(NO3)2-4H20. O programa de
temperatura utilizado esta descrito na Tabela 2. As janelas espectrais foram
centradas de forma que a visualizacdo permitisse a melhor visdo do ambiente
molecular em cada um dos casos.

Em todas as janelas espectrais da Figura 1, as estruturas de linhas
rotacionais finas pertencem a banda vibracional Av=0, com transicdo eletronica
X2¥ — C2mr para a banda de absorgao na regiao do ultravioleta (Amaximo= 377,501
nm), X2 — B?Z para a banda da regido laranja (Amaxmo= 593,390 nm) e X2% — A2
para as duas bandas nas regides do vermelho (Amaximo= 618,464 nm € Amaximo=
621,146 nm).

As estruturas simples, finas e bem resolvidas apresentadas por esta

molécula fazem com que o processo de definicdo de linha base se torne mais facil
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do que em moléculas que apresentam linhas mais largas (ARAMENDIA et al., 2011;
NAKADI et al., 2015).

Além disso, os trés sistemas de transicdes eletronicas apresentam diferentes
sensibilidades, o que agrega uma caracteristica interessante ao método de analise
de sdlidos, uma vez que amplia a possibilidade de aplicacdo para um maior nimero
de amostras, que possuem diferentes concentracbes de cloro (RESANO et al.,
2011).

Apoés a andlise de cada janela espectral, as bandas de absorcdo de cada
linha dentro desse intervalo sdo registradas simultaneamente no software do
equipamento, permitindo a andlise individual das linhas ap6s a medida, sem a
necessidade de repeticdo de analise. Essa opcdo agrega caracteristicas
interessantes, como a possibilidade da soma de varios picos com sensibilidade
semelhante para a melhoria do limite de deteccdo ou entdo, a ampliacdo da faixa
linear através da sele¢cdo de uma linha menos sensivel. Para a molécula de CacCl,
ambas as possibilidades foram utilizadas.

Como se pode observar na Figura 1, as trés janelas espectrais,
representadas pelas letras B, C e D apresentam linhas com diferentes
sensibilidades, numeradas de acordo com a ordem de surgimento. J4 a janela
espectral representada pela letra A, apresenta somente uma linha de absorcao
muito pouco sensivel que pode ser usada. Para todas estas linhas (ou combinacdes
delas), foram calculadas as massas caracteristicas, faixas lineares e limite de
deteccéo e os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

A massa caracteristica, que é definida como a massa de analito necessaria
para produzir um sinal de absorvancia x tempo com area integrada de 0,0044s, foi
calculada como 0,0044 dividido pela inclinagdo da curva de calibracdo (BEATY;
KERBER, 1993). O limite de deteccdo (LOD, do inglés Limit Of Detection) foi
calculado como trés vezes o desvio padrao do branco (n=10) dividido pela inclinacéo
da curva de calibragao (BRASIL, 2003).
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Tabela 4 — Caracteristicas das linhas rotacionais da molécula de CaCl, sob
condicBes apresentadas na Tabela 2. As faixas de comprimento de
onda (A, B, C e D) e os numeros dos picos entre parénteses sao
baseados na Figura 1.

Fallxa de Comprimento de Massa Faixa Limite Sle
comprimento de onda (nm) (pico) caracteristica (ng) linear (ng) deteccdo

onda (ng)
A 377,501 (1) 25,9 até 860 14,2
593,390 (1) 0,759 até 200 4,9

593,512 (2) 1,02 até 200 4,8

B 593,650 (3) 0,846 até 200 55
593,795 (4) 1,26 até 200 6,5

593,954 (5) 1,76 até 200 7,8

617,970 (1) 2,59 até 300 14,2

618,012 (2) 2,44 até 300 7,0

618,059 (3) 1,63 até 300 4,9

c 618,122 (4) 1,19 até 300 57
618,190 (5) 1,05 até 300 8,7

618,274 (6) 0,772 até 300 5,8

618,363 (7) 0,595 até 300 4,7

618,464 (8) 0,436 até 300 53

620,587 (1) 3,38 até 300 4,9

620,623 (2) 2,32 até 300 7,2

620,667 (3) 1,76 até 300 2,5

620,719 (4) 1,33 até 300 6,7

D 620,788 (5) 1,07 até 300 2,2
620,862 (6) 0,800 até 300 2,6

620,945 (7) 0,677 até 300 3,9

621,041 (8) 0,524 até 300 3,2

621,146 (9) 0,400 até 300 2,7

(7)+(8)+(9) 0,072 até 300 0,75

Como é possivel observar, a janela espectral que possui as linhas mais

sensiveis € a D (Amax= 621,146 nm) e proporciona os melhores limites de deteccéo,

na faixa de 2 a 3 ng para as linhas mais sensiveis. Isso pode ser melhorado

combinando os sinais das linhas mais sensiveis, como mostra a ultima linha da

Tabela 3. O limite de detecgdo obtido pela combinagdo é de 0,75 ng, valor bem
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menor quando consideramos o valor individual de uma das linhas mais sensiveis:
2,7 ng.

Os valores de limite de deteccao vao ao encontro dos relatados na literatura,
como para a molécula de AICI investigada por Fechetia, em 2012 (1,2 ng)
(FECHETIA; TOGNON; VEIGA, 2012). J4 para a molécula de SrCl, Pereira e
colaboradores reportaram valores de 1,0 ng em 2014 (PEREIRA et al., 2014) e 0,85
ng em 2015 (PEREIRA et al., 2015).

Contrario ao comportamento esperado, a selecdo de uma linha menos
sensivel ndo resultou em uma extensao da faixa linear, sendo obtido para todos os
picos o mesmo valor superior: 200 ng para a janela espectral B (Amaximo= 593,390
nm), 300 ng para C e D (Amaximo= 618,464 nm e 621,146 nm, respectivamente). A
janela espectral A, que possui apenas uma linha de absorcao util (Amaximo= 377,501
nm) foi a que apresentou uma maior faixa linear, chegando a 860 ng. A perda da
linearidade se deve, muito provavelmente, a perda da eficiéncia na formacédo da
molécula de CaCl em altas concentra¢cdes de cloro, isto é, por raz6es mais quimicas

do que espectroscopicas.

3.4.1.2 Célcio e modificadores quimicos

Com o objetivo de atingir as melhores condi¢des para a formacao da molécula de
CacCl, utilizando HR-CS GF MAS, todos os experimentos realizados na otimizacao
utilizaram solucbes aquosas de cloro, proveniente de NaCl, com monitoracdo da
linha de absorgdo de 620,860 nm, uma das mais sensiveis para esta molécula.
O primeiro pardmetro a ser otimizado foi a massa de calcio adicionada ao forno de
grafite, para a formacao de CaCl. Este, precisa estar presente em excesso, a fim de
garantir o ambiente reacional propicio para a formacéo da espécie molecular (CaCl),
e também para que a variagcéo do sinal analitico seja, unicamente, correspondente a
variacao de cloro, e ndo a quantidade de calcio presente na amostra.

Para tal, 40 ng de cloro foram vaporizados juntamente com massas
crescentes de célcio adicionadas ao forno de grafite, na presenca de 20 pg paladio

como modificador quimico. A Figura 2 mostra a absorvancia integrada para cloro em
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funcdo da variacdo de massa de célcio, que apresenta uma relativa estabilidade de

sinal para massas de calcio superiores a 400 ug.

Figura 2 - Otimizacdo da quantidade de calcio adicionada ao forno de grafite. A
confeccao desta curva utilizou 40 ng de CI (como NaCl), com a adicéo
de 20 pg paladio (como nitrato), monitorando a linha de absorgéo

molecular de 620,862 nm de CaCl. A incerteza de cada ponto é
expressa como o desvio padréao de trés réplicas.
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Antes de selecionar 400 ug de Ca como massa otimizada, o mesmo
experimento foi realizado para a linha menos sensivel, 377,501 nm, utilizando 400
ng de cloro, uma vez que as duas linhas serdo utilizadas para a determinacdo de
cloro em amostras sélidas. Resultados semelhantes foram encontrados para ambas
as linhas e a massa de 400 ug de calcio foi finalmente selecionada para todos os
experimentos realizados a seguir.

O segundo passo foi a selecdo de um modificador quimico que
proporcionasse maior estabilidade de formacdo da molécula diatbmica. De fato,
outros trabalhos na literatura relatam que a presenca de um adequado modificador
guimico é essencial para o aumento da estabilidade molecular durante as etapas de
pirélise e vaporizacdo. Com base nisso, foi investigado o modificador permanente,
zirconio (PEREIRA et al., 2014) e modificadores quimicos em solugdo, como o
estroncio (HEITMANN et al., 2006) e a mistura de prata e estroncio (FECHETIA,
TOGNON; VEIGA, 2012).
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Alguns autores preferem a utilizagdo de um modificador permanente, baseado
na simplificacdo e rapidez de analise. Neste trabalho em particular, devido a
necessidade de se adicionar Ca como agente formador da molécula, tanto nos
padrées aquosos como nas amostras solidas, a adicdo de mais um componente
(modificador quimico) néo foi considerado uma complicacdo dentro do protocolo de
analise. Além disso, o modificador permanente zircénio ndo proporcionou melhorias
no sinal analitico, nem aumento de vida atil do forno de grafite. Dessa maneira,
somente a utilizacdo de modificadores quimicos em solucéo foi considerada.

Levando em consideracdo a experiéncia positiva com metais do grupo da
platina como modificadores para absor¢céo molecular pelo grupo de pesquisa em que
este trabalho foi desenvolvido (Universidade de Zaragoza, Espanha), Paladio (na
forma de nitrato e nanoparticulas) e platina (hanoparticulas), sendo 20 uyg a massa
de teste para todos os modificadores quimicos. Embora as adicbes destes
modificadores proporcionassem picos bem definidos e semelhante estabilizag&o
molecular, o paladio em forma de nitrato foi selecionado como a melhor opcéo,
devido ao menor ruido de linha base. O ruido da linha base apresentado pelas
nanoparticulas sdo provavelmente provenientes de alguma contamina¢édo de um dos
reagentes utilizados na sua sintese (RESANO; FLOREZ, 2012).

Dessa maneira, a massa de Pd(NOs). foi otimizada e os dados séo
apresentados na Figura 3. Esta figura mostra a absorvancia integrada da analise de

40 ng de ClI, na presenca de 400 ug de Ca e massas crescentes de paladio.
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Figura 3 — Otimizacao da quantidade de paladio adicionada a 40 ng de CI (como
NaCl), com a adicdo de 400 pg de Ca como reagente formador da
molécula, monitorando a linha de absor¢cdo molecular de 620,862 nm
de CaCl. A incerteza de cada ponto € expressa como o desvio padrdo
de trés réplicas.
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Como pode ser visto na Figura 3, os melhores resultados foram obtidos a
partir de uma quantidade de 20 ug de Pd adicionado a plataforma.

O mesmo estudo foi realizado para a linha menos sensivel, 377,501 nm,
utilizando as mesmas condicdes e resultados semelhantes foram encontrados.

Dessa maneira, a otimizacdo da quantidade de calcio resultou em uma massa
de 400 ug e para paladio uma massa de 20 ug e essas quantidades foram utilizadas

em todos os experimentos relatados a seguir.

3.4.1.3 Otimizacao da temperatura de pirélise e vaporizacao

Assim como os modificadores, a adequada escolha de temperatura de
pirélise e vaporizacdo € uma etapa fundamental do processo de otimizagdo. A
adequada temperatura de pir6lise proporciona a separacao do analito dos possiveis
contaminantes e matéria organica antes do processo de formacédo da molécula, na
etapa de vaporizacdo. Dessa forma, a escolha da temperatura de pirolise deve ser
aguela que seja alta o bastante para proporcionar a eliminacado dos interferentes,

mas nao tdo alta que o analito seja volatilizado. De forma analoga, a temperatura de
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vaporizacao deve respeitar a temperatura adequada em que a molécula diatdmica
seja formada, ndo podendo ser demasiadamente alta, a ponto de proporcionar o
rompimento da mesma.

Por conta disso, curvas de pirolise e vaporizacdo foram construidas a fim de
elucidar o comportamento térmico da molécula, na presenca e auséncia de
modificadores quimicos. A Figura 4 apresenta estas curvas para 40 ng de Cl com
mais 400 ug de Ca, ambos com e sem a adigdo de Pd como modificador quimico,

monitorando a linha de 620,852 nm.

Figura4 — Curvas de pirélise e vaporizacdo obtidas através da andlise de 40 ng
de Cl com 400 ug de Ca, com a adigdo de 20 ug de Pd (m) ou sem a
adicdo de modificador quimico (O0), monitorando a linha de absorgéo

molecular para CaCl, 620,862 nm. A incerteza de cada ponto é
expressa como desvio padréo de trés replicatas.
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Como pode ser visto na Figura 4, na etapa de pirdlise, a adicdo de paladio
como modificador quimico proporcionou duas melhorias. A primeira em relacdo a
intensidade de sinal, que melhora consideravelmente em toda a faixa de
temperatura utilizada, e a segunda em relacdo a estabilidade de formacéo
proporcionada até os 900 °C.

Na etapa de vaporizacédo, as mesmas melhorias séo observadas, sendo que
na curva que utiliza paladio como modificador quimico os valores maximos de

absorvancia sdo encontrados na zona de 2000 °C a 2300 °C e para a curva que nao
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utiliza paladio, o valor maximo é encontrado em 1800 °C. Como néo ha diferenca
significativa entre os perfis temporais dos sinais em nenhuma dessas temperaturas,
o valor de 2200 °C, utilizando paladio como modificador quimico, foi selecionado e
utilizado em todas as analises a seguir. Ja para a etapa de pirdlise, a temperatura
escolhida foi de 700 °C, que permitiu a adequada decomposicédo da matéria organica
para todas as amostras utilizadas neste trabalho.

A escolha de uma temperatura baixa de pir6lise possui beneficios em
relacdo ao numero de queimas da plataforma e forno de grafite, uma vez que o
mesmo ja € reduzido pela alta concentracdo necesséaria do agente formador da
molécula. Utilizando este método, cada forno de grafite e plataforma proporcionou
cerca de 200 a 250 ciclos de aguecimento.

Residuos na plataforma de solidos somente foram observados para as
amostras de carvao e Oxido de ferro. A remocao dos residuos manualmente foi o

suficiente para garantir a boa reprodutividade.

3.4.2 Andlise direta em amostras sé6lidas usando CacCl

Ap6s a otimizacdo do meétodo, realizou-se a aplicagdo do mesmo nas
amostras certificadas apresentadas na Tabela 1. Esta parte do trabalho busca a
determinacdo da exatiddo para amostras sélidas, sendo somente a mostra de leite
em pd sem gordura analisado na forma de suspensdo aquosa devido ao seu alto
teor de cloro.

A selecdo das linhas a serem utilizadas em cada amostra foi baseada na
guantidade de cloro esperada em cada uma delas. Portanto, a linha mais sensivel
(D, Amaximo= 621,146 nm) foi utilizada para amostras que continham uma
concentragdo baixa de cloro. Por conveniéncia e por apresentarem LOD
semelhantes, a linha de 620,862 nm (pico 6 da Figura 1) foi utilizada para as
determinacdes que requeriam maior sensibilidade. Para o restante das amostras, a
linha menos sensivel 377,501 nm foi utilizada. Além disso, as massas das amostras
sélidas foram adaptadas (ver Tabela 2) para adequar a intensidade do sinal em cada

faixa linear.
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A Figura 5 apresenta um exemplo do espectro de absorcdo molecular,
resolvido no tempo, obtido pela formacéo e vaporizacdo de CacCl, utilizando 0,513
mg da amostra de polietileno (ERM EC 681), no comprimento de onda central de
620,862 nm e sua vizinhanca. O sinal proporcionado pela analise direta do solido
para esta amostra é bem definido, e 0 mesmo comportamento foi alcancado para
todas as amostras.

Figura5 — Espectro de absorcdo molecular resolvidos no tempo para a molécula
de CaCl provenientes da vaporizagdo de 0,513 mg da amostra de
polietileno (ERM EC 681), juntamente com 20 ug de Pd e 400 pg de
Ca, utilizando o programa de temperatura da Tabela 2. O valor da
absorvancia integrada para o pico central (620,862 nm) é de 0,5829.

Absorvancia

Os sinais obtidos pelos padrdes aquosos e amostras apresentaram perfis de
sinais muito semelhantes aos da amostra da Figura 5, mas somente para
concentragcOes abaixo de 150 ng de CI. Acima desta quantidade, os picos comegam

a apresentar uma cauda ou até mesmo o surgimento de dois picos, como mostra a
Figura 6.
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Figura6 — Espectro de absor¢cédo molecular resolvido no tempo para a molécula de

CacCl provenientes da vaporizacdo de 200 ng de padrdo aquoso de Cl,

juntamente com 20 ug de Pd e 400 ug de Ca, utilizando o programa de
temperatura da Tabela 2.
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Independentemente da forma do pico, os valores das areas integradas dos
padrbes aquosos de cloro e dos obtidos pelas amostras sélidas foram sempre
comparaveis, assegurando desta forma a quantificacéo.

Finalmente, os resultados obtidos para a determinacdo de cloro em oito
amostras certificadas, de diferentes naturezas, sao apresentados na Tabela 4 e se
mostram de acordo com os fornecidos pelos tabelados, além de possuirem valores

adequados de desvio padréo relativo para sélidos, ficando entre 5-11% (BELARRA,
et al., 2002).
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Tabela5—-  Resultados da determinagdo de Cl em oito materiais de referéncia
certificados utilizando analise direta de sélidos por HR-CS GF MAS
(n=5) via CacCl, utilizando 20 pg de Pd, 400 ug de Ca e as condigbes
de temperatura da Tabela 2. A incerteza de cada ponto € expressa
como desvio padrdo de cinco replicatas.

Conteudo de cloro

. o N Valor Valor
Material de referéncia certificado N Comprimento
certificado encontrado
L . de onda (nm)
(Mg g™ (Mg g™)
CRM 81002b — Cabelo Humano 48,2* 46,5 + 3,74
SRM 1568b — Farinha de arroz 301,1+3,8 294,2 + 26 620.862
ERM EC681 — Polietileno 92,9+28 100,5 + 7,8 ’
CRM BCR 460 — Carvao 59 + 18 42 +1,8
SRM 2692c — Carvao betuminoso 1338 + 22 1333 + 85
SRM 1575 - Folha de pinheiro 293 + 20 291 +16
. 377,501
CRM 686-1 — Oxido de ferro 950 + 60 1075+ 120
SRM 1549 — Leite em po** 10900 + 200 10400 + 96,8

* Valor informativo
** SRM 1549 foi analisado na forma de suspenséo aquosa.

Os valores encontrados para a determinacgao de cloro por HR-CS GF MAS via
CaCl nas amostras certificadas apresentadas na Tabela 4, foram verificados pelo
Teste t de Student com um nivel de confianca de 95% e um grau de liberdade igual
a 4. A partir dos resultados encontrados, 0 valor de tcacuado para cada uma das
amostras, na ordem em que aparecem na Tabela 4, foram: 1,02986, 1,70763,
2,07225, 1,34557, 0,52099, 0,22223, 2,33221 e 2,23607. O valor de ttabelado para este
intervalo de confianca e grau de liberdade é de 2, 2,2776. Dessa maneira, os valores
para a determinacdo de cloro obtidos utilizando a molécula de CaCl via HR-CS GF
MAS para todas as amostras foram considerados estatisticamente semelhantes aos

certificados.
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3.4.3 Comparacao das moléculas CaCl e SrCl

Apos a otimizacéao e verificacdo da exatiddo do método utilizando a molécula
de CaCl para a determinacdo de cloro, buscou-se 0 método ja descrito na literatura
(PEREIRA et al.,, 2014) que utiliza a molécula de SrCl para fins de comparacéo.
Essa escolha tem como justificativa a investigacdo da competicdo de célcio e
estroncio na formag&o da molécula diatbmica com o cloro, uma vez que a presenca
de um alto teor de célcio é comumente encontrada em diversas amostras.

A Tabela 1 apresenta os valores informados para as amostras referentes a
quantidade de cloro e célcio. Dentre as oito amostras, selecionou-se trés para a
andlise comparativa, pois representam trés situacdes analiticas diferentes: uma
amostra que apresenta a relacdo Ca/Cl menor que uma unidade (SRM 1568b —
Farinha de arroz), proxima a uma unidade (SRM 1549 — Leite em p6 sem gordura) e
uma amostra que possui a relacdo Ca/Cl bem maior que uma unidade (SRM 1575
Folha de pinheiro). Detalhes sobre essas informagdes podem ser vistos na Tabela 5.

Tabela 6 — Informacdes sobre a constituicdo e determinacdo de cloro em materiais
de referéncia certificados, através da andlise direta de sélidos usando
HR-CS GF MAS (n=5) através da formacéo molecular de CaCl e SrCl
utilizando as condigbes da Tabela 2. A incerteza de cada ponto é
expressa como desvio padréo de cinco replicatas.

Material de Valor Valor Relacio Resultados Resultados
referéncia certificado para certificado para Ca/Cl usando CaCl usando SrCl
certificado  Cl (g g™) Ca (ug g (g g™h) (g g™h)

SRM 1568b

Farinha de 301,1+3,8 120+3,1 0,3985 294,2 + 26 306 + 44

arroz

SRM 1549 © 10000 +200  13000+500 19266 10400+ 96,8 8920 + 630

Leite em pé

SRM 1575
Folha de 293 £ 20 4.100 = 200 13,9 291 +£16 244 £ 57
pinheiro

Como pode ser visto na Tabela 5, a relagdo Ca/Cl presente na amostra
apresenta uma forte influéncia nos resultados obtidos nas determinagfes de cloro

usando a molécula de SrCI. A primeira relacdo Ca/Cl apresentada (Ca/Cl: 0,3985)
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mostra resultados semelhantes nos dois métodos. Essa similaridade foi testada com
base no Teste t de Student com um nivel de confianca de 95% e um grau de
liberdade igual a 4, obtendo-se um tcaiculado de 1,70763 e 1,073967 para as moléculas
de CaCl e SrCl, respectivamente. O tabelado para 0S mesmos parametros é de 2,776.
Dessa maneira, pode-se inferir que os valores sdo estatisticamente similares aos
fornecidos pela certificacdo das amostras.

Os valores de precisao foram testados com base no teste F, com 0 mesmo
intervalo de confianga (Fcalculado= 1,73; Fcritico=6,388).

A situacdo muda quando a relacdo de Ca/Cl aumenta, como para a amostra
de leite em p6 sem gordura (SRM 1549) que apresenta valor de relagdo de 1,9266 e
para amostra de folha de pinheiro (SRM 1575) de 13,9. A segunda amostra (leite em
p6é sem gordura - SRM 1549), quando analisada via SrCl apresenta valores mais
baixos que o certificado. ApOs analise estatistica utilizando o teste t de Student com
nivel de 95% do intervalo de confianca e um grau de liberdade igual a 4 apresentou
valores de tcalculado SUPErIOres ao tabelado, CONfirmando a baixa exatidao.

A terceira amostra (folha de pinheiro - SRM 1575), ao utilizar a molécula de
SrCl os resultados da avaliacdo da exatiddo pelo test t de Student, nas mesmas
condi¢cdes da amostra anterior, apresentou um t tcaiculado inferior ao ttabelado. POrém,
sua precisao é significantemente pior que a obtida pelo método utilizando a molécula
de CaCl, como mostra o teste F com intervalo de confianca de 95% (Fcalculado= 7,91;
Feritico=6,388).

Estes resultados corroboram com a ideia publicada em trabalhos recentes
de que problemas podem ser encontrados na determinacao de cloro, ao utilizar HR-
CS GF MAS com moléculas como AICI ou SrCl em amostras com elevado teor de
célcio. (NAKADI et al., 2015)

3.4.4 Parametros de mérito

Os parametros de mérito avaliados para a molécula de CaCl, em ambas

linhas de absorcédo (620,862 e 377,501 nm), neste trabalho foram: Faixa linear,
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curva de calibracdo, sensibilidade, LOD e limite de quantificacdo (LOQ, do inglés
Limit of Quantification).

A faixa linear é o parametro de um método analitico que busca o intervalo de
concentracdo onde a resposta analitica do equipamento, neste caso absorcéo
molecular, seja diretamente proporcional a concentracdo do analito (r = 0,90).
(INMETRO, 2003) Esta faixa possui como limite inferior o limite de quantificagéo e o
superior a quantidade méaxima que proporciona um coeficiente de r = 0,90.

A curva de calibracdo representa matematicamente a relacdo entre a
resposta do equipamento com a concentracdo conhecida do analito. A mesma deve
incluir a andlise de um branco e no minimo mais 5 pontos com niveis de
concentracdo crescentes do analito. A equacdo da reta que relaciona estas duas

variaveis é representada pela equacao 1:

y=ax+hb Equacéo 1

Onde y representa a resposta do equipamento (valores de absorcao
molecular de CaCl), a representa a inclinagdo da curva analitica (sensibilidade), x é
a concentracao do analito e b representa a intersec¢cdo com o eixo y (x= 0). Quanto
maior o valor da inclinagdo, mais sensivel é o método, pois pequenas variacdes na
concentracdo resultam em uma maior variacao da resposta do equipamento.

O coeficiente de correlacédo linear (R) € frequentemente usado para indicar o
quanto a reta de calibracdo pode ser adequada como modelo matematico para o
método desenvolvido (INMETRO, 2003). Quanto mais proximo de 1,0 menor sera a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e, portanto, menor a incerteza. A
Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (BRASIL, 2003) recomenda um
coeficiente de correlacdo no minimo igual a 0,99 e o INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia) (INMETRO, 2003) um valor acima de 0,90.

O LOD pode ser definido como a quantidade minima detectavel, com uma
determinada certeza analitica. O LOD para o equipamento € determinado como a
menor quantidade do analito que pode ser diferenciado do ruido do sistema, com
uma seguranca estatistica. O calculo do LOD foi realizado através de 10 medidas do
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branco (mesmo branco utilizado na curva de calibracdo) e aplicado a Equagao 2
(BRASIL, 2003):

LOD = 3.DP Equacéo 2
IC

Onde, DP representa o desvio padrédo das 10 medidas do branco e IC
representa o coeficiente angular da curva de calibracédo, ou inclinacdo da curva.

O LOQ para o equipamento corresponde a menor concentracdo do analito
que pode ser quantificada com um nivel aceitdvel de precisdo e exatiddo. O LOQ
pode ser calculado pela multiplicacdo de 10 vezes o desvio padrdo de dez medidas
do branco (DP), dividido pelo coeficiente angular da curva (IC) ou inclinacdo da

curva, como mostra a Equag&o 3:

LOQ = 10.DP Equacéo 3
IC

Além disso, foram verificados experimentalmente o LOD e LOQ para o
método proposto, com o objetivo de determinar os valores destes parametros de
mérito para o0 método desenvolvido. O LOD do método é definido como a
concentragdo minima do analito com 95 ou 99% de confianca de que a
concentracdo encontrada € maior que zero. Esse célculo foi realizado da seguinte
maneira (INMETRO, 2007):

LODwétodo = t(n-1) X DP Equacéo 4

Onde t € abcissa da distribuicdo de Student para um grau de liberdade n, em
um nivel de confianga de 95 ou 99%. DP é o desvio padréo dos brancos da amostra,
com adicéo. O valor encontrado é expresso em concentragao.

Ja o valor de LOQ para o método foi calculado da seguinte maneira: 7
replicatas de adigBes proximas aos valores de concentracdo encontrados no LOD

foram realizados e seus DP calculados para cada replicata. Realizou-se um gréfico,
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DP x concentragdo e a escolha do valor mais baixo e aceitavel foi definido como o
LOQ do método e expressos em concentracao.

Os parametros de mérito anteriormente descritos, foram calculados para o
meétodo de determinacéo de cloro utilizando HR-CS GF MAS via absorcdo molecular

de CaCl e estao descritos na Tabela 6:

Tabela 7 — Parametros de mérito para o método de determinacgéo de cloro por HR-
CS GF MAS via absorcdo molecular de CaCl. Os valores de
absorvancia para a curva de calibracdo foram realizados através da
média de trés réplicas, onde cada uma levou em consideracdo a
absorvancia integrada (CP = 1).

Comprimento de

Parametro
onda (nm)
Faixa linear 8,7 — 300 ng
Curva analitica ys3,int = 0,0093xc + 0,0352
R 0,9995 620,862
LOD 2,6 ng/0,26 mg.L?
LOQ 8,7ng /0,87 mg.L?
Faixa linear 61,6 — 860 ng
Curva analitica ys3,int = 0,0002Xc1 + 0,0007
R 0,9965 377,501
LOD 14,2 ng/ 1,42 mg.L*
LOQ 61,6 ng /6,16 mg.L?

O parametro de meérito escolhido para a comparacao dos resultados obtidos
pela molécula CaCl com outras moléculas diatbmicas foram o LOD para a mesma
técnica.

Para a molécula de InCl estudada por Huang e colaboradores (HUANG,
2006A) o valor de LOD encontrado foi de 3 mg.L™.

Para a molécula de AICI estudada por Nakadi e colaboradores (NAKADI et
al., 2015), por Heitmann e colaboradores (HEITMANN et al., 2006) e por Enders e
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colaboradores (ENDERS et al., 2015), o valor de LOD relatado foi de 0,3 mg.L?, 70
pg e 1,4 mg.Kg?, respectivamente.

Para a molécula de SrCl estudada também por Enders e colaboradores
(ENDERS, et al., 2015) e Pereira e colaboradores (PEREIRA et al., 2014), os valores
de LOD relatados foram idénticos, de 1,0 ng. A mesma molécula, no trabalho de
Ozbek e Akman (OZBEK; AKMAN, 2016B) apresentou um LOD do método de 1,76
mg.L™ .

Dessa maneira, pode-se inferir que os valores obtidos de LOD obtidos com o

meétodo proposto neste trabalho estdo compativeis com os encontrados na literatura.

3.5 CONCLUSOES

Uma nova molécula para a determinacdo de cloro (CaCl) via HR-CS GF
MAS foi proposta, utilizando amostragem direta, a fim de promover um aumento da
aplicabilidade da determinacéo de cloro em diversos tipos de amostras. Para tal,
foram otimizados os comprimentos de onda (620,862 e 377,501 nm) que
proporcionaram adequada sensibilidade e exatiddo para as amostras certificadas
analisadas. A seguinte etapa de otimizacdo envolveu a escolha da adequada
temperatura de pirélise e vaporizacdo, na auséncia e na presenca de modificador
guimicos em solucao (paladio na forma de nitrato). Além disso, otimizou-se a massa
de paladio (20 pg) e de calcio como reagente formador da molécula (400 ug) para
garantir a formacao, estabilidade e adequada sensibilidade da molécula.

Uma vez otimizado as condi¢cdes experimentais, avaliou-se a exatiddo do
método com a determinacdo de cloro, via CaCl, em oito amostras certificadas com
diferentes contetdos de cloro. ApGs analise estatistica dos resultados encontrados,
verificou-se que os mesmos sdo considerados estatisticamente semelhante aos
certificados.

Além disso, quando o método desenvolvido neste trabalho é comparado com
outra molécula de cloro ja descrita na literatura por absor¢do molecular (SrCl), o
mesmo apresenta resultados mais precisos e com menores valores de incerteza em

amostras com elevado teor de calcio.
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O método proposto apresenta limite de deteccdo (2,6 e 14,2 ng) e
quantificacdo (8,7 e 61,6 ng) para as duas linhas estudadas (620,862 e 377,501 nm,
respectivamente) compativeis com os resultados ja relatados na literatura e com as
diversas amostras empregadas. Foi apresentado também, a possibilidade de
combinacdo de trés das linhas mais sensiveis de CaCl, que proporciona uma
melhora do limite de quantificacdo de 2,7 para 0,75 ng.

Dessa forma, o método desenvolvido apresentou uma melhora na
determinacao de cloro quando comparado ao método ja desenvolvidos na literatura,
além de apresentar maior flexibilidade quanto a concentracédo de cloro e calcio e a

complexidade das amostras.
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4 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE
IODO UTILIZANDO AMOSTRAGEM SOLIDA EM ESPECTROMETRO DE
ABSORCAO MOLECULAR DE ALTA RESOLUCAO COM FONTE CONTINUA E
FORNO DE GRAFITE

4.1 INTRODUCAO

O iodo é um micronutriente considerado essencial para 0s seres vivos que
possuem a glandula tireoide. Esta glandula produz os horménios tireoidianos
(tiroxina e trilodotiroxina), que sao responsaveis por uma seérie de processos
bioguimicos reguladores do metabolismo (LEITERER; TRUCKENBRODT; FRANKE,
2001).

Devido a sua importancia, a ingestao deste elemento deve ser realizada pela
populacao e seu valor de ingestéo diaria recomendada (IDR) vem sendo definida por
orgaos reguladores nacionais e internacionais. A Unicef (do inglés, United Nations
Children's Fund), ICCIDD (do inglés, International Council for Control of lodine
Deficiency Disorders) e WHO (do inglés, World Health Organization) recomendam
como dose diaria de iodo os seguintes valores e faixas etarias: 90 ug para criangas
entre 0 e 59 meses, 120 ug para criangas de 6 a 12 anos, 150 ug para adolescentes
e adultos e 250 ug para mulheres gravidas ou em fase de amamentacado (WHO;
UNICEF; ICCIDD, 2007).

J& a Anvisa, apresenta valores mais detalhados em funcdo da idade; valor
do IDR é de 90 pg para lactentes de 0 a 6 meses e 135 pg de 7 a 11 meses. Para
criancas de 1 a 3 anos esse valor € de 75 ug, de 4 a6 anos € de 110 pge de 7 a 10
anos é de 100 ug. Para gestantes e lactantes o valor do IDR de iodo € de 200 ug e
para um adulto é de 130 ug (BRASIL, 2005).

A inser¢cdo do iodo no organismo humano ocorre atraves do consumo de
alimentos, que ao conter iodo, de forma natural ou adicionada, proporciona
adequada absorcéo do elemento. Dessa maneira, a quantidade de iodo distribuida
em diferentes regides do planeta, altera a quantidade de iodo disponivel nos
alimentos (WHO, 1994).
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O iodo, na forma de iodeto, estd amplamente distribuido na crosta terrestre,
porém de forma desigual. Devido ao processo natural de lixiviagdo, erosdo e
inundacdes, as terras que possuiam uma quantidade maior de iodo se tornaram
empobrecidas com o passar dos anos, sendo localizada nos oceanos a maior
concentracdo do elemento.

Estd presente nos oceanos (cerca de 0,05 mg.L?!) e se oxida a iodo
elementar, sendo volatilizado para a atmosfera e retornando ao solo através das
chuvas, completando seu ciclo. No entanto, em muitas regides este ciclo ocorre de
forma incompleta, levando ao empobrecimento do solo e da agua potavel
(GOLDSCHIMIDT, 1954).

Em muitos paises, a adicdo de iodo no sal de cozinha se tornou a melhor
alternativa para evitar a deficiéncia do elemento, pois além de ser consumido pela
maioria da populacdo, 0 mesmo néo sofre perdas apos o cozimento dos alimentos
(ZIMMERMANN, 2009; DELANGE et al., 1998). Apesar disso, durante a gestacao
deve haver uma suplementacéo de iodo bem como a monitoracdo de seus niveis no
organismo, pois a deficiéncia do mesmo no utero e durante o crescimento da crianca
pode resultar em cretinismo, uma condicdo grave de atraso no crescimento fisico e
mental (DELONG, 1989).

Por conta desta importancia no monitoramento da quantidade de iodo em
diversos tipos de amostras, este elemento vem sendo alvo de muitos trabalhos
utilizando diferentes técnicas analiticas instrumentais.

No entanto, ndo foram encontrados relatos na literatura que abordem a
andlise de iodo utilizando amostragem sélida direta, ainda que este tipo de analise
proporcione uma série de vantagens, como por exemplo a diminuicdo do risco de
perda/contaminacdo do analito. Além disso, a analise direta de solidos utiliza uma
quantidade de amostra bem reduzida quando comparada a decomposicdo de
amostra, coerente com a quimica verde, uma vez que ndo faz uso de reagentes
oxidantes utilizados na decomposi¢édo de amostras.

Dessa maneira, este trabalho propde o desenvolvimento de método analitico
que permita a analise de iodo utilizando amostragem sélida direta por HR-CS GF

MAS em amostras de medicamentos a base de iodo.
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4.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o desenvolvimento do método analitico, que tem como objetivo principal
a determinacéo de iodo, através da absor¢do molecular de Srl, utilizando HR-CS GF
MAS com amostragem direta de sélidos em amostras de medicamento (Yodocefol®

e Levotiroxina Sanofi®) a base de iodo, foram tracados o0s seguintes objetivos

especificos:

l. Estabelecer as melhores condicbes (comprimento de onda) que
permitam a determinacdo de iodo nas amostras e nos padrdes
aquosos com a adequada sensibilidade;

Il. Investigar o comportamento térmico da molécula de Srl através da
realizacdo de curvas que proporcionem a otimizacdo das
temperaturas de pirdlise e vaporizacao;

Il. Escolher um modificador quimico adequado para a estabilizacdo da
molécula alvo, juntamente com a otimizagdo de sua massa;

V. Otimizar a massa de estréncio para adequada formacgédo da molécula
de Srl;

V. Aplicar o método desenvolvido de absor¢cdo molecular para Srl em
amostras de medicamento a base de iodo;

VI. Comparar os resultados obtidos com a molécula de Srl com a de
Bal, ja descrita na literatura;
VII. Validar o método desenvolvido por andalise comparativa utilizando

ICP-MS;
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4.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.2.1 lodo

4.2.1.1 Historico e Caracteristicas

Em 1811, o quimico francés Bernard Courtois (1777-1838) descobriu o
elemento iodo através da adi¢cdo equivocada de uma maior quantidade de acido
sulfirico em residuos da queima de algas provenientes da Normandia e Gra-
Bretanha. Nesse erro, surgiram vapores de coloracdo violeta e odor irritante. Os
mesmos ao condensarem, geravam a formacgao de cristais negros com um brilho
metélico. Depois de algum tempo realizando experimentos, estes cristais reagiam
com hidrogénio, fésforo e alguns metais, e ndo reagiam com carbono e oxigénio.
Como nenhum outro elemento possuia este comportamento, ele suspeitou que
poderia estar lidando com um novo elemento (WEEKS, 1945).

Em 1814, Davy e Gay-Lussac continuaram o trabalho de Courtois e seus
experimentos indicavam que as caracteristicas atribuidas ao novo elemento eram
semelhantes as do cloro. O nome iodo (do grego iodes, significa violeta) € uma
referéncia aos vapores produzidos por Courtois. O elemento na sua forma molecular
(I2, nimero atémico: 53) possui coloragdo cinza-violeta e brilho metalico. Volatil a
temperatura ambiente, sob aquecimento sublima facilmente (DAVY, 1814).

lodo diatdmico liquido (coloracéo preta) é obtido pelo aquecimento brando e
lento do sélido. Sua solubilidade é de 0,0013 mol L, 25°C. A adicdo de Kl ao iodo
liguido aumenta a sua solubilidade, pela formacéao do triiodeto (Is”). Sua solubilidade
aumenta em solventes organicos, sendo sua coloragcdo marrom para solventes
polares e violeta para solventes de baixa polaridade (RAMETTE; SANDFORD,
1965).

Os estados de oxidacédo em solugbes aquosas podem ser ao +1, como o ICl,
+3, como o ICls, +5, como os iodatos (I0%*) e +7, como os periodatos (I0%). Sua
eletronegatividade € baixa, proporcionando um comportamento catiénico sob

condi¢cbes de elevada acidez. A manipulacdo de iodo na sua forma de |2 deve ser



84

cuidadosa e requer o uso de luvas, mascaras, Oculos e jaleco devido a sua rapida
absorcao e irritacdo (SANTOS; AFONSO, 2013).

4.2.1.2 Abundancia, obtencao, uso e contaminacgao

Comparado aos outros halogénios (com excecdo do astato), a presenca de
iodo é consideravelmente menor, sendo normalmente encontrado na crosta terrestre
(0,14 mg.Kg?) e na agua do mar (0,05 mg.L?). Nos oceanos, a concentragdo de
iodo em algas marinhas, que o absorvem da agua, pode chegar a concentracdes de
55 a 2000 pg g, dependendo da espécie e da estacdo do ano (GAMALLO-
LORENZO et al., 2005).

Pode ser obtido através da secagem e posterior queima das algas marinhas,
onde suas cinzas, que contém altos teores de iodeto, sofrem um processo de
oxidacao eletrolitico ou por aquecimento com dioxido de manganés em meio de
acido sulfarico, formando o l.. Também pode ser obtido através do processo de
purificacdo do adubo nitrogenado chamado Salitre do Chile, como iodato (I03’). Os
iodatos obtidos sdo reduzidos pela adicdo de hidrogenosulfito de sédio (NaHSO3)
(ERICKSEN, 1983).

O iodo elementar e seus compostos possuem muitas aplicagbes, com
destaque na area médica, por possuir caracteristicas antissépticas (solucdo de iodo
de 2 a 10% de Kl em etanol + polivinilpirrolidona), expectorante (KI, 20 g.L1), como
medicamento para complementacéo de dieta, principalmente por mulheres gravidas
ou ainda administradas por pessoas atingidas por radiacdo para impedir/reduzir a
absorcao de iodo radioativo pela tireoide (BACKER; HOLLOWELL, 2000).

Pode ser usado também na analise quimica, como por exemplo:
determinacdo do nivel de instauracdo de lipideos, utilizado no método de Karl
Fischer para a determinacéo de agua, determinacdes titulométrica de oxirreducéao, e
ainda em algumas sinteses de compostos organicos (SANTOS; AFONSO, 2013).

O consumo excessivo de iodo é considerado raro, uma vez que a tolerancia
do organismo é de pelo menos 1 mg por dia. Porém, em algumas situacbes onde

iISso acontece, ocorre o hipotireoidismo provocado pelo efeito “rebote” do excesso de
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iodo em pacientes que apresentam nodulos da tireoide, ou pela incapacidade da
glandula em produzir os hormoénios. As consequéncias deste excesso normalmente
estdo relacionadas a um aumento do desenvolvimento de doencas autoimune da
tireoide, como a doenca de Graves ou tireoidite de Hashimoto. O aumento da
ocorréncia de carcinoma papilar da tireoide também é relatado, embora sua
comprovacao nao tenha sido realizada.

Apesar dos efeitos indesejados, o0 excesso de iodo nao leva a
consequéncias tdo graves como seu déficit, uma vez que o mesmo prejudica
seriamente o desenvolvimento cerebral (TENG et al., 2006).

Dessa maneira, o desenvolvimento de métodos analiticos que permitam a
andlise de iodo em medicamentos sélidos se faz necessaria para que o controle de
gualidade e monitoramento da quantidade de iodo seja realizado de forma simples e

eficaz.

4.2.1.3 Toxicidade, mecanismos de acédo e tratamento

Antes de entender os mecanismos de toxicidade, € necesséaria a
compreensao da absorcdo do iodo pelo organismo. O iodo proveniente da
alimentacdo € reduzido a iodeto e absorvido dentro do sistema gastrointestinal, e
posteriormente levado a corrente sanguinea. As células tireoidianas sdo capazes
entdo de captura-lo através de um transportador especifico, o co-transportador
sodio-iodeto, para posterior organificacdo do mesmo (DOHAN et al., 2003).

Sdo conhecidos 35 is6topos do elemento iodo, variando o numero de
prétons de 108 a 142. O Unico estavel é o *?7I, sendo os demais radioativos. Apenas
4 destes is6topos (1231, 129, 129] e 131]) possuem um maior interesse no que diz
respeito a toxicidade humana, pois séo utilizados clinicamente e possuem meia vida
longa o suficiente para ser transportado até os receptores para posterior eliminacao
pelo organismo. O iodo radioativo € usado para a visualizagdo de anormalidades
tireoidianas ou entdo, para destruir a glandula quando a mesma apresenta células

tumorais (WAGNER,1995).
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A administracdo de iodo, por via oral, na sua forma estavel, também é
realizada em pessoas cuja suplementacao seja necessaria. Seja através da ingestédo
de iodo ou do horménio sintético produzido pela glandula tireoidiana. Dessa
maneira, 0s estudos que avaliam a toxidade do iodo sempre analisam o efeito
causado na tireoide, uma vez que a glandula é responsavel pela absorcdo de 90%
do iodo corporal.

Quando ocorre o aumento da ingestdo de iodo, o efeito toxicoldgico vai
depender da quantidade de iodo ja existente no organismo e as adaptacfes
fisioldgicas associadas a essa condicao pré-existente (SANG et al., 2012).

O valor de ingestao crénica definido pela ASTDR é de 150 a 950 pg. Os
principais efeitos dessa ingestdo de iodo de forma excessiva estédo relacionados a
falhas no processo de producdo e secrecdo dos horménios tireoidianos. Esses
problemas podem ser de trés tipos: hipotireoidismo, hipertireoidismo e tireoidite. O
primeiro refere-se a diminuicAo da producdo hormonal, levando a diversas
manifestacdes sintométicas, ocorrendo com ou sem bdcio. O hipertireoidismo refere-
se a uma producdo excessiva de horménios e a tireoidite a uma inflamacédo na
glandula (ATSDR, 2004; SANG et al., 2012).

Quando ocorre uma ingestao excessiva de iodo, ao contrario do que se pode
imaginar, ocorre hipotireoidismo, conhecido como efeito Wolff-Chaikoff. Na maioria
das pessoas, este efeito é seguido de um retorno dos niveis normais de producao
hormonal, conhecido como um escape ao efeito Wolff-Chaikoff.

Em pessoas que ja apresentam uma pré-disposicdo ao hipotireoidismo, o
efeito Wolff-Chaikoff pode ser permanente. Esses pacientes normalmente incluem
recém-nascidos, pacientes que possuem tireoidite autoimune ou pés-parto, com
doenca de Graves ou pacientes tratados com iodo radioativo (ATSDR, 2004).

Dessa maneira, fica clara a necessidade do adequado controle de qualidade
na monitoracdo de iodo em medicamentos, uma vez que 0s pacientes devem ter um
controle rigoroso da dosagem. Dosagens muito acima ou muito abaixo podem levar
a complicagOes graves da doenca a ser tratada.

Devido a seu alto poder irritante, a manipulacdo de iodo na sua forma

elementar exige uma série de cuidados para prevenir um possivel contato direto do
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iodo através de mucosas, ingestao oral ou intravenosa. Os sintomas apresentados
pelos pacientes que sofreram este tipo de intoxicagdo ocupacional podem variar
desde irritacdo nas mucosas, dores de cabeca, tosse, até mesmo vomito, diarreia ou
colapso do organismo em doses elevadas. Para evitar tais situacdes, além do uso
dos equipamentos de protecao individual, o ambiente de trabalho deve ser arejado,
devendo ser sempre manipulado em capela, sendo permitida a maxima
concentracéo ocupacional de 0,1 mg.m?3 (SANTOS; AFONSO, 2013).

4.2.1.4 Legislacao

Orgdos internacionais de regulamentacdo trazem quantidades maximas
recomendadas de iodo na sua forma gasosa para diversos tipos de ambientes
laborais, como a presenca de iodo no ar em 0,1 ppm pela ACGIH (do inglés,
Association Advancing Occupational and Environmental Health) (ACGIH, 2005),
NIOSH (do inglés, National Institute for Occupational Safety and Health) (NIOSH,
2007) e OSHA (do inglés, Occupational Safety and Health Administration) (OSHA,
2004).

De acordo com a Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos (NAS,
do inglés National Academy of Science) (NAS, 2000), a ingestédo de iodo através dos
alimentos € considerada baixa, pois pode ser afetada pela qualidade do solo,
irrigacdo e uso de defensivos agricolas. A maioria dos alimentos fornece em torno
de 3 a 75 ug por porgao, sendo maiores em alimentos provenientes do mar, onde a
concentracdo de iodo é maior. Ja nos produtos processados, essa concentracao
pode ser bem maior, uma vez que os aditivos alimentares podem ser ricos em iodo,
sendo os principais: iodato de célcio e de potassio, iodeto de potassio e iodeto
CUproso.

O US FDA relata os niveis de iodo como aditivos permitidos em alimentos
(como iodeto de potassio) para consumo direto humano diario é definido por 45 g
para recém-nascidos, 105 ug para criangas com menos de 4 anos, 225 ug adultos
ou criangas com mais de 4 anos e 300 ug para gestantes. Para aditivos alimentares

indiretos alimentares, o limite € de 5 yg a cada 100 Kcal do alimento (FDA, 2016).
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No Brasil, a preocupagdo com a iodacdo do sal e seu monitoramento
comecou em 1953, com a Lei numero 1.944, que tornou obrigatorio o processo de
adicdo de iodo ao sal de cozinha, em areas bocigenas. Ja em 2000, a porcentagem
de bécio da populacdo brasileira caiu de 20,6% para 1,4%, mostrando o grande
avanco no controle da deficiéncia de iodo.

A Anvisa monitora a quantidade de iodo em alimentos e medicamentos
através do programa Pro-lodo, atuando de forma investigativa para a atualizacdo

dos parametros legais dos teores de iodo no sal (BRASIL, 2014a).

4.2.1.5 Determinacgéo de iodo

Ha uma grande quantidade de métodos de andlise de iodo, e para a correta
escolha deve-se observar alguns critérios, como: complexidade da amostra, o teor e
as espeécies que se deseja analisar.

A analise classica que envolve titulacao e a quantificacao de iodo é chamada
de iodometria, onde a reacédo de oxi-reducdo ocorre entre o iodo livre no meio e o
enxofre presente no titulante tiossulfato de sédio. O ponto de viragem ocorre atraves
da descoloracdo do complexo de cor azul de iodo/amido (HARRIS, 2008).

Apesar de apresentar rapidez de execucdo e baixo custo, este método
apresenta elevados valores de limite de deteccdo, quando comparado a técnicas
analiticas instrumentais modernas.

Dentre estas podemos citar a espectrofotometria UV-vis (PENA-PEREIRA;
LAVILLA; BENDICHO, 2009), ICP-OES (NAOZUKA et al., 2003), ICP-MS (SILVA, S.
V. et al.,, 2016), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) (NITSCHKE; STENGEL, 2015), cromatografia
gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) (YEH; HUNG; LIN, 2014), voltametria
(CAMPOS, 1997), analise por ativacdo de néutrons (SEKIMOTO; EBIHARA, 2016),
espectrometria de fluorescéncia de raio-X (LEE et al., 2016) e HR-CS GF MAS
(HUANG et al., 2009).

Apesar da dificuldade de analise de elementos ndo metalicos como o iodo

por LS AAS devido as linhas de ressonéncia de absorcdo atbmica estarem situadas
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entre 10 a 190 nm. Para superar este obstaculo, foram relatadas medidas indireta do
elemento, ou seja, era realizado alguma reacdo quimica entre o iodo e outra
substancia/elemento passivel de ser determinada por LS AAS, e devido a
estequiometria da reacdo era possivel realizar a medida (YEBRA; BOLLAIN, 2010;
BERMEJO-BARRERA et al., 1995; 2001; HAASE; BROEKAER, 2002).

A espectrometria de absor¢do molecular também era realizada para este tipo
de determinagéo e alguns trabalhos podem ser encontrados na literatura (ZHI-HE;
HUI-MING, 1989; DITTRICHI et al., 1984).

Apesar da existéncia de um grande numero de métodos desenvolvidos para
a andlise de iodo, o mesmo pode ser considerado desafiador, uma vez que o
elemento € considerado altamente volatil.

Além disso, os métodos existentes até o momento na literatura utilizam
decomposicdo de amostra como primeiro tratamento das mesmas. Este
procedimento pode acarretar sérios problemas na determinac¢do de iodo, uma vez
gue nesta etapa pode ocorrer a volatilizacdo do analito pelo aquecimento, como
também o aumento da possibilidade de contaminacéo.

O espectrometro de absorcdo molecular de alta resolucdo com fonte
continua por forno de grafite apresenta caracteristicas desejaveis ao cumprimento
dos objetivos do trabalho, uma vez que permite a analise de medicamentos de iodo
com adequada sensibilidade, além de possibilitar a amostragem sélida direta.

Na literatura, somente um trabalho utilizando esta técnica para a
determinacao de iodo foi encontrado (HUANG et al., 2009). No entanto, 0 mesmo
nao utiliza a analise direta da amostra, e sim, realiza a dissolu¢cdo do conteudo das
pilulas em agua, com posterior analise do sobrenadante.

Sendo assim, este trabalho buscou a determinacdo ainda ndo encontrada na
literatura de iodo de forma direta em amostras solidas de medicamentos utilizando

espectrometro de alta resolugdo com fonte continua, com forno de grafite.
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Equipamento

O mesmo equipamento descrito no item 3.3.1 foi utilizado.

A verificacdo da exatiddo do método foi realizado através das medidas das
amostras por ICP-MS da Perkin-Elmer (Whaltam, Estados Unidos) de modelo
NexION, 300X.

4.3.2 Reagentes e solugdes

A agua utilizada em todas as etapas de preparo de solugdes foi purificada
através da deionizacdo da agua pelo sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, USA).

Os padrdes de iodo foram preparados através da devida pesagem do sélido
de iodeto de potassio (KI, Merck, Alemanha) com posterior dissolugdo em agua
deionizada. A solucédo de 40 g.L! de estroncio, utilizada como agente formador da
molécula diatdmica, foi preparada através da pesagem de quantidade adequada do
sal de Sr(NO3)z anidro (Merck, Alemanha) e dissolvido em agua deionizada.

Para a realizacdo das medidas comparativas e formacdo da molécula de
Bal, o agente formador da molécula diatbmica, bario, foi preparado pesando
adequada massa de Ba(NOz3)2 anidro (Sigma-aldrich, Saint Louis, Estados Unidos) e
dissolvida em agua deionizada para a obtengéo da solucédo de concentragdo 40 g.L*
de Ba.

Ao utilizar a molécula Srl, o emprego de paladio (na forma de nitrato) foi
investigado como possivel modificador quimico. Esta solugéo foi preparada atraves
da adequada diluicdo da solucédo estoque de 10 g.L* de paladio (Pd(NO3)2) em 15%
de &cido nitrico, Merck, Alemanha), para a concentracéo final de 1 g.L™.

Além disso, a adicdo de acido citrico e tioureia foram necessarias para que
0s padrdes aquosos tivessem um sinal analitico mais semelhante as amostras de
medicamento contendo iodo na forma organica. O acido citrico monohidratado foi
preparado através da dissolu¢cdo em agua deionizada de uma quantidade apropriada

do sélido CsHsO7'H20 (Merck, Alemanha), com a concentracéo final de 200 g.L1. A
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tioureia, CH4N2S (Merck, Alemanha) também foi preparada da mesma forma, sendo
a concentragdo final de 10 g.L™2.

O padrao interno, rédio (Rh(NOs)s em HNOg) foi utilizado na verificagdo da
exatiddo do meétodo por ICP-MS através da diluicdo adequada em agua deionizada
do padrédo estoque de 1000 mg.L* (CRM, Merck, Alemanha).

4.3.3 Amostras

Dois medicamentos foram escolhidos como amostras para a aplicacdo deste
método, sendo um deles fornecedor de iodo na forma inorganica (Yodocefol®, 200
Mg de iodo na forma de iodeto de potassio por comprimido) e outro na forma
organica (Levotiroxina Sanofi®, 75 ug de levotiroxina sédica por comprimido). Os

detalhes da constituicdo das amostras sao descritos na Tabela 7.

Tabela 8 — Detalhes da composicdo dos medicamentos utilizados neste trabalho
para a determinacéo de iodo, utilizando Srl e Bal em HR-CS GF MAS.

Quantidade de iodo por

Medicamento Forma de iodo .
comprimido (ug)
Yodocefol® Inorganico (KI) 200
Levotiroxina Sanofi®  Orgéanico (CisH10laNNaOa) 47,65

4.3.4 Procedimento para a medida de iodo por HR-CS GF MAS

As condigbes experimentais otimizadas, 0s parametros instrumentais,
juntamente com as caracteristicas de cada linha de absorcdo para as duas

moléculas sdo detalhadas na Tabela 8.
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Tabela 9 — Parametros instrumentais utilizados na determinacédo de iodo através
das moléculas Srl e Bal, utiizando HR-CS GF MAS para amostras
sélidas de medicamento.

Sl Bal
Transicoes eletronicas X2Y—»B2¥ (677 — 678 nm) X2E*—C? £* (538 — 561 nm)
(faixa de comprimento
de onda)
Comprimento de onda 677,700 nm 538,308 nm
do pixel central
Pixels somados por 3 (~7,5 pm) 3 (~5,1 pm)
linha (resolugéo)
Reagente formador da Sr (400 pg) Ba (400 pg)
molécula
Modificadores Pd (10 ug)
quimicos Acido citrico (2 mg)*
Tioureia (100 pg)*
Faixa de massa de Yodocefol® 0,20-2,30 Yodocefol® 0,50 - 1,30
amostra analisada Levotiroxina 1,00 - 4,50 Levotiroxina 0,60 — 2,35
diretamente como Sanofi® Sanofi®
sélido (mg)

* Somente usado para andlise de Levotiroxina Sanofi®

Programa de Temperatura

o Rampa Tempo Fluxo de gas Ar
Etapa Temperatura (°C) (°C 57 (s) (L min)
Secagem 90 10 20 2,0
Secagem 110 5 20 2,0
Secagem 1502 10 20 2,0
Pirdlise 600 200 20 2,0
Vaporizagao 200023/2200° 3000 15 0
Limpeza 2500 3000 5 2,0
agrl / bBal

A otimizacdo deste método foi realizada em duas etapas, sendo a primeira
dedicado a molécula Srl e a segunda parte a molécula Bal, ja descrita na literatura,

para comparacao dos resultados obtidos (HUANG et al., 2009).
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Para a determinagdo de iodo utilizando a molécula de Srl, realizou-se a
curva de calibracdo com solucdo padrao de iodeto de potassio (0,25 a 5 ug), onde
cada ponto (branco + 5 concentracdes crescentes) desta curva foi realizado em
triplicata, e a média das absorvancias integradas por area (CP = 1) foram
registradas. Juntamente com cada ponto da curva foram adicionados 10 pL da
solucéo de 40 g.L? de estroncio (400 ug) como reagente formador da molécula, 10
uL da solugéo de 1 g.L* de paladio (10 pg), 10 yL da solugdo 200 g.L! de éacido
citrico (2 mg) e 10 pL da solugéo 10 g.L* de tioureia (100 ug). A adicdo dos dois
altimos componentes somente foi utilizada nos padrbes aquosos, quando a
calibracdo é realizada para a analise de amostras contendo composto orgéanico de
iodo. Quando a amostra contém iodo inorganico, 0 mesmo se comporta de forma
mais semelhante ao padrdo aquoso, ndo sendo necessaria a adicdo de acido citrico
e tioureia.

Para a realizacdo da andalise comparativa utilizando Bal, na curva de
calibracdo também se utilizou a solu¢do padrdo de iodeto de potassio (contendo
iodo na faixa de 0,1 a 1 pg) onde as medidas para cada ponto (branco + 5
concentracfes crescentes) desta curva foram realizadas em triplicata, e a média das
absorvancias integradas por area (CP + 1) foram registradas. Juntamente com cada
ponto da curva foram adicionados 10 uL da solucdo de 40 g.L de bario (400 ug). A
utilizacdo de modificadores para esta molécula, como o nitrato de paladio, ndo se
mostrou eficiente.

O programa de temperatura para as duas moléculas descrito na Tabela 8 foi
aplicado, para a curva de calibragdo e amostras sdlidas.

Para ambas as moléculas, apds a construgdo da curva de calibracdo, a
plataforma vazia foi introduzida na microbalanca para tarar, e levada novamente até
a posicao inicial pelo par de pincas do amostrador de sélidos, onde uma quantidade
apropriada de amostra foi introduzida na mesma. Um pool de 10 comprimidos foi
pesado e posteriormente macerado em um gral com um auxilio de um pistilo. Com o
auxilio de uma espatula, pequenas amostras deste medicamento soélido foram
introduzidas na plataforma vazia e taradas. Apdés a insercdo da amostra, a

plataforma foi levada novamente até a microbalanca para ajuste de massa.
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Depois de ajustada a massa da amostra, foi adicionado sobre a amostra o
reagente formador de molécula (400 pg de estréncio ou bario) e o palddio como
modificador quimico para a molécula Srl. Em seguida, a plataforma e seus
componentes foram levados até o forno de grafite e o mesmo programa de
temperatura realizado na curva de calibracdo foi aplicado e o sinal registrado. Em
todas as analises, a absorvancia integrada foi selecionada como modo de registro
de sinal, ou seja, a soma dos sinais de 3 pixels (o central e mais dois adjacentes a
este, CP = 1) foram considerados como resultado analitico para cada andlise,
independente da linha ou molécula.

Para cada determinacéo, foram analisadas cinco replicatas, e a mediana dos
resultados foi considerada como valor representativo (BELARRA; RESANO;
CASTILLO, 1999).

4.3.5 Procedimento para a medida de iodo por ICP-MS

Apods a otimizacdo do método de determinacdo de iodo por HR-CS GF MAS
e realizada a analise dos medicamentos descritos na Tabela 7, a determinacdo da
exatiddo do método proposto foi comparada por ICP-MS.

A andlise dos medicamentos foi realizada apdés a maceracdo dos mesmos
em gral e pistilo e posterior solubilizacdo em agua deionizada para o Yodocefol® e
em 0,1 M de NaOH para a Levotiroxina Sanofi®. Apés este processo, 0S mesmos
ficaram em repouso por 48 horas para que 0s componentes insolUveis (provaveis
silicatos) decantassem. O sobrenadante foi analisado por ICP-MS.

As solugdes padrédo utilizadas para a calibragdo (branco + cinco
concentracOes crescentes) com ICP-MS foram preparadas pela simples dissolugéo
de uma quantidade apropriada do sal de iodeto de potassio em agua deionizada.
(branco + cinco concentracdes crescentes). A faixa de concentracdo de iodo
utilizada foi de 2 a 10 pg.L?. A adicdo de um padréo interno (Rh) foi realizada para a
diminuicdo das flutuacoes de sinais provenientes do transporte da amostra. Uma
concentracdo fixa de 10 pg.L' deste foi adicionada em cada ponto da curva de
calibracdo. Os parametros utilizados no equipamento séo descritos na Tabela 9.
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Tabela 10 — Parametros instrumentais utilizados na determinagéo de iodo por ICP-
MS para amostras de medicamento, apoés diluicdo e decantacéao.

Modo Standard
Fluxo do gas nebulizador 0,87 L mint
Fluxo do géas auxiliar 1,4 L min?
Fluxo do gas do plasma 16,5 L mint
RF power 1000 W
RPa 0
RPq 0,65
Varredura/Leitura 100
Leitura/Replicata 1
Replicata 5

Dwell time 20 ms




96

4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1 Otimizacao das condi¢cdes experimentais

4.4.1.1 Investigacao das linhas de absorcao de Srl

A literatura classica apresenta diversas bandas de absorcédo da molécula de
Srl, na regido do visivel e ultravioleta (335 a 710 nm), do espectro eletromagnético
(PEARSE; GAYDON, 1976). Dessa maneira, buscou-se o monitoramento de bandas
de absorcdo dessa molécula nessas regides, utilizando HR-CS GF MAS, para
melhor compreensdo do comportamento e caracteristicas de cada uma delas.
Apesar disso, somente uma regido apresentou bandas de absorcdo molecular de

forma significativa, como mostra a Figura 7.

Figura 7 — Dois espectros de absorcdo molecular, onde A) € resolvido no tempo e
B) ndo é resolvido no tempo, ambos para a regido espectral mais intensa
da molécula de Srl, correspondendo a banda de vibragcdo Auv=0 e
seguinte transicdo eletrbnica: X2 — B2?m (Amaximo: 677,700 nm),
utilizando o programa de temperatura descrito na Tabela 8.
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Os espectros da Figura 7, foram registrados utilizando 2,5 ug de iodo, na
forma de solucdo de KIl, juntamente com 10 ug de Pd, na forma de Pd(NOs3)2 em
15% de acido nitrico e 400 ug Sr, na forma de Sr(NO3)2. O programa de temperatura
utilizado esta descrito na Tabela 8. As janelas espectrais foram centradas de forma
que a visualizacdo permitisse a melhor visdo do ambiente molecular em cada um
dos casos. Os espectros obtidos com a adicdo de 2 mg de acido citrico e 100 ug de
tioureia ndo sofrem modificagbes em suas formas, somente sendo alterado seu valor
de absorvancia.

Ao observar a janela espectral da Figura 7, pode-se perceber que a
molécula de Srl possi estruturas finas de linhas rotacionais, que pertencem a banda
vibracional Av=0, com transicéo eletrbnica X?% — B?1T para a banda de absorcdo na
regido do visivel (Amaximo= 677,700 nm), na regido do vermelho.

Assim como para o cloro, as estruturas simples, finas e bem resolvidas
apresentadas por esta molécula fazem com que o processo de definicdo de linha
base se torne mais facil do que em moléculas que apresentam linhas mais largas
(ARAMENDIA et al., 2011; NAKADI et al., 2015).

Da mesma maneira que para a molécula de CaCl, apdés a analise de cada
janela espectral, a possibilidade da soma de varios picos com sensibilidade
semelhantes para a melhoria do LOD ou entdo, a ampliacdo da faixa linear através
da selecdo de uma linha menos sensivel, foram utilizadas para a molécula de Srl.

Como se pode observar na Figura 7, a janela espectral apresentada pela
representacdo em 2D das linhas de absorcdo molecular possuem linhas com
diferentes sensibilidades, numeradas de acordo com a ordem de surgimento. Para
estas linhas (ou combinacdes delas), foram calculadas as massas caracteristicas,
faixas lineares e LOD. Os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 10.

A massa caracteristica e o LOD foram calculados da mesma forma que para

a molécula de CacCl.
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Tabela 11 — Massa caracteristica, faixa linear e limite de deteccdo para linhas
rotacionais da molécula de Srl, obtidos sob condi¢cbes apresentadas
na Tabela 8. As faixas de comprimento de onda e os numeros dos
picos entre parénteses sao baseados na Figura 7.

Comprimento de onda (nm) (pico) Mass.a _ Faixa LOD (ng)
caracteristica (ng) linear (uQ)
677,356 (1) 48,6 até 10 44,78
677,439 (2) 24,3 até 10 27,52
677,619 (3) 31,6 até 10 31,90
677,700 (4) 14,6 até 10 35,05
677,888 (5) 23,7 até 10 43,70
(3)+(4)+(5) 7,04 até 10 9,13

Como é possivel observar, a linha que possui maior sensibilidade é a de
677,700 nm e proporciona um dos melhores limites de deteccao, na faixa de 35 ng.
A sensibilidade pode ser melhorada combinando os sinais das trés ultimas linhas por
exemplo, como mostra a ultima linha da Tabela 10. O limite de deteccao obtido pela
combinacéo é de 9,13 ng, valor bem menor quando consideramos o valor individual
de qualquer uma das linhas.

Os valores de limite de deteccdo encontrados nesse trabalho, apesar de
maiores em relacdo ao calculado pelo trabalho de Huang e colaboradores em 2009
para a molécula de Bal (0,6 ng), se mostrou adequado para andlise de
medicamentos de forma direta.

Da mesma forma que a molécula de CaCl contida neste trabalho, a molécula
de Srl mostrou um comportamento inesperado, onde a sele¢cdo da linha menos
sensivel ndo resultou numa extensédo da faixa linear, sendo obtido o valor maximo
de 10 ug para todas as linhas. Esse comportamento € justificado da mesma maneira

gue para a molécula de CacCl.
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4.4.1.2 Estroncio e modificadores quimicos

Com o objetivo de atingir as melhores condicbes para a formacédo da
molécula de Srl, utilizando HR-CS GF MAS, todos os experimentos realizados na
otimizacao utilizaram solucbes padrdo aquosas de iodo, proveniente do Kl, e
monitorando a linha de absorcdo de 677,700 nm, a linha mais sensiveis para esta
molécula.

O primeiro parametro a ser otimizado foi a massa de estréncio adicionado ao
forno de grafite, para a formacéo de Srl. Este precisa estar presente em excesso, a
fim de garantir a completa reacdo de formacdo e também para que a variacdo do
sinal analitico seja correspondente somente a variacdo da quantidade de iodo, e ndo
a quantidade de estréncio presente na amostra.

Para tal, 0,5 pg de iodo foram vaporizados juntamente com massas
crescentes de estroncio adicionadas ao forno de grafite, na presenca de 10 ug
paladio como modificador quimico. A Figura 8 mostra a absorvancia integrada para
iodo em funcdo da variacdo de massa de estrdncio, que apresenta uma relativa
estabilidade de sinal para massas de estroncio superiores a 300 ug. A massa de 400
Mg foi escolhida como otimizada de forma a garantir a formagédo da molécula e evitar

possiveis variacdes de absorvancia.
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Figura 8 — Otimizagédo da quantidade de estroncio adicionada ao forno de grafite.
A confeccéo desta curva utilizou 0,5 pg de iodo (na forma de Kl), com a
adicdo de 10 pg paladio (como nitrato), monitorando a linha de
absorcdo molecular de 677,700 nm de Srl. A incerteza de cada ponto &
expressa como o desvio padréo de trés réplicas.
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Também foi realizada a mesma investigacdo para a molécula de Bal, com o
objetivo de garantir as melhores condi¢cdes experimentais para a molécula ja
estudada. A mesma massa de iodo, 0,5 pg, foi adicionada ao forno de grafite,
juntamente com quantidades crescentes de bario. Nao foi adicionado modificador
qguimico, como relatado na literatura. O resultado desta otimizacdo encontra-se na
Figura 9, onde a absorvancia integrada para iodo apresenta relativa estabilidade

também com massas superiores a 300 ug de bario.
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Figura9 — Otimizagdo da quantidade de bario adicionada ao forno de grafite. A
confecgdo desta curva utilizou 0,5 pg de | (como KI), monitorando a
linha de absor¢cdo molecular de 538,308 nm de Bal. A incerteza de
cada ponto € expressa como o desvio padrao de trés réplicas.
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A segunda etapa foi a escolha da quantidade de modificadores quimicos que
proporcionassem uma adequada formacao e estabilidade da molécula diatbmica em
temperaturas altas.

Apesar do escasso numero de trabalhos relatados na literatura, utilizando a
formacao de moléculas diatbmica para analise de iodo por HR-CS GF MAS, muitos
trabalhos utilizam modificadores permanentes e modificadores em solucdo para
estabilizar a molécula alvo durante a pirdlise e vaporizacao.

O modificador permanente testado neste trabalho foi o zirconio e que apesar
de proporcionar maior simplificacao e rapidez de analise, ndo contribuiu de maneira
significativa para a estabilidade da molécula ou protecao do forno de grafite.

A investigacdo dos modificadores quimicos convencionais iniciou-se
analisando a influéncia dos metais do grupo da platina na estabilizacdo molecular.
Foram eles: paladio (na forma de nitrato e nanopatrticulas) e platina (nanoparticulas).

Os mesmos problemas encontrados na determinacdo de cloro com os
modificadores de paladio e platina na forma de nanoparticulas foram encontrados.
As nanoparticulas possuem algum tipo de contaminacgéo dos reagentes utilizados na
sua sintese, que contribuem para a elevacdo do ruido da linha base (RESANO;
FLOREZ, 2012).



102

Dessa forma, paladio na forma de Pd(NOs3)2 foi utilizado como modificador em
solucéo, pois a presengca do mesmo no forno de grafite melhora a sensibilidade e a
estabilidade da molécula diatdbmica. A Figura 10 apresenta a variacdo de
absorvancia integrada para 0,5 pg de iodo (na forma de Kl), com 400 pg de estréncio
e concentracfes crescentes de paladio, utilizando a molécula Srl com linha de

monitoramento de 677,700 nm.

Figura 10 — Otimizacdo da quantidade de paladio adicionada ao forno de grafite. A
confecgdo desta curva utilizou 0,5 pg de iodo (como Kl), com a adi¢ao
de 400 pg de Sr e quantidades crescentes de paladio (como nitrato),
monitorando a linha de absor¢cdo molecular de 677,700 nm de Srl. A
incerteza de cada ponto é expressa como o desvio padrdo de trés
réplicas.
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Como pode ser visto na Figura 10, os melhores resultados foram obtidos a
partir de uma quantidade de 10 pg de Pd adicionada a plataforma.

O mesmo estudo foi realizado para a linha de Bal (538,308 nm), utilizando as
mesmas condicdes e nenhuma melhoria no sinal analitico foi observada. Mais
informacgdes sobre esse comportamento sao discutidas na proxima secéao.

A determinacdo de iodo nas formas inorganica e organica nas amostras
sélidas de medicamento apresentaram intensidades de absorvancia diferentes, para

a mesma massa de iodo. Dessa forma, fica claro que a formacdo da molécula
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acontece de forma diferente para as duas amostras, o que explica a auséncia de
trabalhos recentes envolvendo este tipo de determinagéo.

Quando a andlise tem como objetivo a determinacdo de iodo em
medicamento contendo sua forma inorganica, a absorvancia encontrada em uma
massa da amostra deste medicamento é semelhante a encontrada na mesma
massa de iodo de solug¢des padrao aquosas de Kl somados de 400 ug de estroncio
como formador da molécula e 10 ug de paladio.

Porém, quando a amostra contém iodo na sua forma organica, a absorvancia
de uma massa do medicamento é cerca de 50% superior a encontrada na mesma
massa de iodo em soluc¢des padrao aquosas de Kl somados de 400 pg de estréncio
e 10 yg de paladio. Foram realizados alguns testes com variacado de temperatura de
pirélise e atomizacdo, assim como massa de modificadores e reagente formador de
molécula, onde ndo se obteve a diminuicdo do sinal analitico em relacdo ao sinal
obtido pelo padrdo aquoso nas mesmas condi¢gdes. A possibilidade de interferéncia
espectral e ndo espectral foi descartada apds alguns estudos sobre interferentes e
pela alta reprodutividade da medida do sélido.

Dessa maneira, foi necessario adicionar outros componentes para que 0S
padrées aquosos de iodo proporcionassem sinais analiticos mais semelhantes aos
produzidos pela amostra. A maneira encontrada para isso, foi deixando o padrao
aquoso mais semelhante a matriz do medicamento Levotiroxina Safoni®, com a
adicao de dois componentes: acido citrico e tioureia.

A adicdo de acido citrico é facilmente encontrada em trabalhos relatados na
literatura, com o objetivo de aumentar o teor de carbono dentro do forno de grafite
(BURGUERA et al, 2001; RESANO et al., 2009).

Somente com a adi¢cdo do &cido citrico, os padrdes aquosos apresentaram
uma melhora de sensibilidade, porém ainda insuficiente quando comparado ao sinal
analitico da amostra de medicamento a base de iodo organico. Sendo assim,
buscou-se outro modificador que proporcionasse a compatibilidade do sinal analitico
dos padrbes aquosos com o obtido na amostra.

A adicdo da tioureia a curva de calibracdo aquosa proporcionou um sinal

analitico bastante adequado quando comparado ao obtido pela amostra sélida de
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Levotiroxina Safoni®, apesar de seu mecanismo de acdo ndo estar totalmente
elucidado. Apesar disso, algumas inferéncias podem ser realizadas a fim de elucidar
uma futura proposta de mecanismo.

Em um primeiro momento, ao adicionar a solucao de tioureia sob a plataforma
contendo os demais componentes da curva de calibracdo aquosa, observou-se uma
mudanca da coloragéo levemente amarelada para um ocre com precipitacao visivel.
Ao reagir os componentes de forma separada e de dois em dois, observou-se que a
formacdo desse novo composto acontece ao misturar as solucdes de tioureia com
nitrato de paladio. Assim, fica claro que ocorre a formacdo de algum tipo de
complexo entre 0 metal e a tioureia, que pode estar proporcionando uma maior
estabilidade/interacéo do paladio para a formacao da molécula de Srl, aumentando a
sensibilidade da mesma.

A literatura relata que a tioureia € comumente encontrada como agente
recuperador do paladio em reacdes nas quais o0 mesmo € utilizado como catalisador.
O complexo formado tem possivel formula molecular Pd(CHsN2S)4%, de coloracdo
laranja escura, compativel com a encontrada sob a plataforma (PAIVA et al., 2014).

Ao adicionar tioureia na amostra soOlida de iodo organico (Levotiroxina
Safoni®) e inorganico (Yodocefol®) uma diminuicdo da intensidade do sinal analitico
€ observada, provavelmente pela dificil formacdo do complexo em fase sélida ou
pela interacdo do restante da matriz com o complexo formado.

Entdo, para a analise de iodo na forma organica, somente para a curva de
calibracdo aquosa, massas crescentes de iodo na forma de Kl foram adicionadas
juntamente com 400 ug de estréncio como formador da molécula, 2 mg acido citrico,
10 ug de paladio e 100 ug de tioureia. Para a andlise de amostra de medicamento,
foram adicionados somente 400 ug de estroncio como formador da molécula e 10 ug

de paladio.

4.4.1.3 Otimizagao das temperaturas de pirolise e vaporizagédo

Assim como para a molécula de CaCl, as curvas de otimizagcdo das

temperaturas de pirdlise e vaporizacao foram elaboradas para que o comportamento
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térmico, das moléculas de Srl e Bal, na presenca e auséncia do modificador quimico
paladio, fosse investigado. Nas curvas de pirélise e vaporizacdo a adicdo de acido
citrico e tioureia para a molécula de Srl ndo foi apresentado, uma vez que a adicéo
dos mesmos proporciona 0 mesmo comportamento térmico, somente sendo alterado
a intensidade das absorvancias integradas.

A Figura 11 mostra estas curvas para 1 ug de iodo na presenca de 400 ug
de Sr quando monitorado a linha de absor¢cdo molecular 677,700 nm, para a
molécula Srl e 400 ug de béario quando monitorado a linha de absorcdo molecular
538,308 nm para a molécula de Bal, ambos com e sem a adicdo de 10 ug de Pd

como modificador quimico.

Figura 11 — Curvas de pirdlise e vaporizagao obtidas através da analise de 1 ug de
| e 400 ug de Sr (quadro A) e 400 pg de Ba (quadro B), com a adi¢ao
de 10 yg de Pd (m) ou sem a adicdo de modificador quimico (o),
monitorando a linha de absor¢do molecular para Srl, 677,700 nm e
538,308 nm para Bal. A incerteza de cada ponto é expressa como
desvio padréo de trés replicatas.
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Como pode ser visto na Figura 11, no quadro A, para a molécula de Srl tanto

na etapa de pirélise quanto na vaporizagdo, a adicdo de paladio proporciona uma
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melhora na sensibilidade da molécula e um aumento da estabilizacdo da mesma até
1200 °C na etapa de pirdlise.

Na etapa de vaporizacao, os valores maximos de absorvancia integrada sao
obtidos entre 1800 e 2000 °C, e para a curva que nao utiliza paladio a estabilidade &
alcancada entre 1800 e 2200 °C. Apesar de maior estabilizacdo, a ndo utilizacdo de
paladio proporciona uma diminui¢cao da sensibilidade.

Dessa maneira, as temperaturas utilizadas na determinacdo de iodo
utilizando a molécula de Srl foram de 600 °C para a pirolise e 2000 °C para a
vaporizacdo. Uma temperatura mais baixa de pirolise, além de eliminar de forma
eficiente a matriz organica dos medicamentos, aumenta o niumero de ciclos Uteis do
forno de grafite, uma vez que com a utilizacdo de altas concentracdes do agente
formador da molécula, o mesmo tende a diminuir o tempo de vida do forno de
grafite. Utilizando este método, cada forno de grafite e plataforma de solidos
proporciona cerca de 250 queimas.

Ao analisar o comportamento térmico da molécula Bal, apresentado no
guadro B da Figura 11, os resultados vdo ao encontro do que esta descrito na
literatura a respeito desta molécula, onde a adicdo de paladio ndo contribui de forma
significativa para a formacéao e estabilizacdo da molécula (HUANG et al., 2009).

Como nao houve diferenca significativa entre os perfis temporais e de
intensidade de absorcdo molecular em nenhuma das temperaturas analisadas, foi
definido 600 °C para a etapa de pirdlise e 2200 °C para a vaporizacao.

O trabalho publicado por Huang e colaboradores (2009) apresenta diversos
testes com outras moléculas, incluindo Srl. Os autores relatam que ndo houve
aparicdo de sinal analitico, apesar do uso de elevada concentracdo de iodo. Isso
pode ser justificado pelas condigbes usadas, uma vez que os testes nao abrangeram
a utilizacdo de modificadores quimicos e o mecanismo da formacéo de Srl, como
mostra a Figura 11, é fortemente dependente do mesmo.

Residuos na plataforma de sélidos somente foram observados ao utilizar
massas elevadas de amostra (acima de 2 mg). A remocdo destes residuos foi

realizada manualmente, e foi suficiente para garantir a boa reprodutividade.
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4.4.2 Andlise direta em amostras soélidas usando Srl

Apés a otimizacdo dos meétodos, foram realizadas as aplicacbes dos
mesmos as amostras de medicamentos, apresentadas na Tabela 7. A curva de
calibracao foi realizada adicionando de forma direta os padrdes liquidos, formadores
de molécula e modificadores quimicos a plataforma e, posteriormente, levadas até o
forno de grafite. O programa de temperatura da Tabela 8 foi aplicado e o sinal
registrado. Para analise dos sélidos, a plataforma foi pesada e tarada pela
microbalanca, e com o auxilio das pingcas do amostrador solido, a plataforma é
trazida a posicdo incial para a inser¢do da amostra solida. Previamente, a amostra
de medicamento foi macerada com o auxilio de gral e pistilo, e com uma espétula,
pequenas quantidades de amostra sdo inseridas na plataforma e levadas a
microbalanca para a pesagem. Apds o ajuste da massa de amostra, o formador de
molécula e os modificadores quimicos sdo adicionados sobre esta massa de
amostra e levadas pelas pincas do amostrados ao forno de grafite. O mesmo
programa de temperatura da curva de calibracao foi aplicado.

A Figura 12 apresenta dois espectros resolvidos no tempo obtidos pela
formacdo e vaporizacdo de Srl, utilizando 1,606 mg do medicamento Yodocefol®
(quadro A) e 2,973 mg do medicamento Levotiroxina Sanofi®, ambos centralizados
no comprimento de onda 677,700 nm. Os sinais proporcionados pela andlise direta

dos soélidos para estas amostras sdo bem definidos e semelhantes.
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Figura 12 — Espectros de absor¢cdo molecular resolvidos no tempo para a molécula
de Srl provenientes da vaporizacdo de 1,606 mg do medicamento
Yodocefol® (quadro A) e 2,973 mg do medicamento Levotiroxina
Sanofi® (quadro B), juntamente com 10 ug de Pd e 400 ug de Sr. O
programa de temperatura utilizado esta descrito na Tabela 8.

Absorvancia

Finalmente, os resultados obtidos para a determinacdo de iodo em duas
amostras de medicamentos contendo iodo, de diferentes formas, sdo apresentados
na Tabela 11 e se mostram de acordo com os fornecidos pelos rétulos e pela anélise
comparativa por ICP-MS, além de possuirem valores adequados de desvio padrao

relativo para sélidos, ficando entre 7 e 9%.

Tabela 12 — Resultados da determinacao em dois medicamentos utilizando analise
direta de soélidos por HR-CS GF MAS via Srl expressos através da
mediana de 10 replicatas, utilizando 10 ug de Pd, 400 ug de Sr e as
condicBes de temperatura da Tabela 8. As incertezas expressas sao
referentes ao desvio padréo.

Valor informado Valor encontrado (ug g*) Valor encontrado

no rétulo (ug g?) HR-CS GF MAS (ug gb) ICP-MS
Yodocefol® 2000 2127 + 155,6 1998 + 131,3
Levotiroxina Sanofi® 317,6 327,8 + 28,75 316,7 + 2,104

Como o valor apresentado pelo rotulo do medicamento ndo pode ser
considerado como valor verdadeiro, e sim como valor indicativo, para a confirmacao
dos resultados obtidos por HR-CS GF MAS, estes foram comparados com o0s

obtidos por ICP-MS para as duas amostras de medicamento a base de iodo. Para
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tal, foram realizados o Teste t de Student, ambos com um nivel de confianca de
95%, entre os resultados das duas técnicas.

O valor de teaculado para os resultados das duas técnicas envolvendo a
andlise de Yodocefol® foi de 1,925, e para Levotiroxina Sanofi® foi de 2,126, sendo o
valor de tibelado igual a 2,262 para um intervalo de confianca de 95% eu grau de
liberdade igual a 9. Como os valores de tcalculado S80 menores que 0 de trabelado,
podemos dizer que os valores apresentados pelas duas técnicas para a andlise de
iodo, em ambos os medicamentos séo estatisticamente similares.

Considerando a dificuldade da formacdo molecular no forno de grafite
associado a analise direta de solidos, os resultados foram considerados satisfatorios

para a analise de iodo em medicamentos.

4.4.3 Comparacao das moléculas Srl e Bal

ApGs a otimizacéo e validacdo do método utilizando a molécula de Srl para a
determinacao de iodo em amostras sélidas de medicamentos, buscou-se o método
ja descrito na literatura como base (HUANG et al., 2009), que utiliza a molécula de
Bal, para fins de comparacdo. Essa escolha tem como justificativa a investigacao da
aplicabilidade das duas moléculas na determinacdo de iodo utilizando amostragem
sélida.

A Tabela 12 apresenta os valores informados no rétulo dos medicamentos
Yodocefol® e Levotiroxina Safoni®, juntamente com os resultados obtidos pelas
analises de iodo neste medicamento por HR-CS GF MAS utilizando as moléculas de
Srl e Bal.
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Tabela 13 — Informacdes sobre a constituicdo e determinacdo de iodo em
Yodocefol® e Levotiroxina Sanofi®, através da analise direta de
sélidos usando HR-CS GF MAS expressos através da mediana de
10 replicatas, pela da formag¢ao molecular de Srl e Bal, utilizando as
condicGes da Tabela 8. As incertezas expressas séo referentes ao
desvio padréo.

. ) Resultados Resultados
_ Informagé&o do rétulo
Medicamento L usando Srl usando Bal
(Mg g?) 1 1
(Mg ™) (Mg g™h)
Yodocefol® 2000 2127 + 155,6 1117 + 246,8
Levotiroxina Sanofi® 317,6 327,8 +28,75 117,2 + 25,98

Como pode ser visto na Tabela 12, os resultados obtidos utilizando a
molécula Bal, mesmo apés a otimizacdo, ndo foram satisfatérios para andlise de
medicamentos de forma direta. Isso ndo € um resultado surpreendente, uma vez que
nao ha relato na literatura deste tipo de analise direta envolvendo esta molécula para
a determinacao de iodo.

Para verificar se os resultados de iodo obtidos através das duas moléculas
estudadas neste trabalho eram estatisticamente similares, foi aplicado o Teste t de
Student. Os resultados do Teste t para a molécula de Srl ja foi apresentado no item
anterior, sendo estatisticamente similares a informacéao oferecida pelo rotulo.

Para a andlise estatistica entre os resultados das duas moléculas utilizando
a técnica de HR-CS GF MAS, aplicamos o Teste t que leva em consideracdo as
diferencas individuais. Sendo assim foi encontrado um valor de tcaiculado de 14,485
para as duas moléculas. Como o valor de tibelado para um intervalo de confianga de
95% e um grau de liberdade igual a 9, temos o valor de 2,262, podemos inferir que
os resultados obtidos entre as duas moléculas sdo considerados estatisticamente
diferentes.

Dessa maneira podemos concluir que os resultados obtidos para a molécula
de Srl utilizando amostragem solida direta apresenta valores estatisticamente
semelhantes ao apresentado pelo rotulo de ambos os medicamentos e aos valores

obtidos pela técnica de ICP-MS. Ja a molécula de Bal, também utilizando
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amostragem sélida direta apresenta valores estatisticamente diferentes daqueles
declarados nos rétulos dos medicamentos e que 0s mesmos sdo sistematicamente
menores do que os de referéncia.

Dessa forma, este trabalho propde de forma satisfatoria a superacdo do
problema envolvendo analise direta em solidos para a determinacao de iodo atraves

da utilizacdo da molécula de Srl pela técnica de HR-CS GF MAS.

4.4 4 Parametros de mérito

Os parametros de mérito avaliados para a molécula de Srl, na linha de
absorcdo molecular de 677,700 nm, neste trabalho foram: Faixa linear, curva de
calibracdo, massa caracteristica, sensibilidade, LOD e LOQ. Estes parametros ja

foram elucidados no item 3.4.4 e estdo descritos na Tabela 13.

Tabela 14 — Parametros de mérito para o método de determinacgéo de iodo por HR-
CS GF MAS via absorcdo molecular de Srl. Os valores de absorvancia
para a curva de calibragdo foram realizados através da média de trés
réplicas, onde cada uma levou em consideracdo a absorvancia
integrada (CP = 1).

Parametro
Faixa linear 0,117 — 10 g
Curva analitica ys3,int = 0,3001x + 0,0169
R 0,9995
Massa caracteristica 14,66 ng
LOD 0,035 ug/3,5mg.L*

LOQ 0,117 ug /11,7 mg.L™
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4.5 CONCLUSOES

Apoés a investigacdo das janelas espectrais dos comprimentos de onda e
suas sensibilidades, juntamente com o comportamento térmico da molécula de Srl,
realizou-se a etapa de otimizacdo das massas de reagente formador da molécula e
do modificador em solucéo (paladio).

A aplicacdo do método otimizado foi realizado através da analise de
medicamentos contendo iodo (Yodocefol® e Levotiroxina Sodica®). Os resultados
obtidos foram avaliados por ICP-MS para avaliagdo da exatiddo. ApOs andlise
estatistica, os mesmos foram considerados semelhantes.

Realizou-se para comparacdo a determinacdo de iodo através da analise
direta dos mesmos medicamentos via absorcdo molecular de Bal. Os resultados
encontrados foram considerados estatisticamente distintos dos encontrados por ICP-
MS.

Os resultados obtidos acrescentam uma inovacdo a determinacdo de iodo
por amostragem direta de sdélidos, uma vez que o Unico trabalho relatado na
literatura pela mesma técnica apresenta a determinacéo de iodo em solucédo apos a
dissolucdo e posterior decantacdo de medicamentos (HUANG et al.,, 2009). A
mesma molécula utilizada neste trabalho (Bal) também ndo apresentou bons
resultados na andlise direta de sélidos, justificando a necessidade da dissolucao dos
medicamentos.

Dessa maneira, este trabalho prop6s de forma satisfatéria a determinacéo
de iodo por HR-CS GF MAS via Srl utilizando amostragem direta de soélidos. Os
resultados obtidos estdo de acordo com os informados pelo rétulo dos
medicamentos, além de terem sido comparados por ICP-MS. O método possui um
bom limite de quantificacdo (0,117 ug), podendo ser aplicado a diferentes teores de

iodo em diversos medicamentos.
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5 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE
MERCURIO UTILIZANDO AMOSTRAGEM DIRETA EM ESPECTROMETRO DE
ABSORCAO ATOMICA DE ALTA RESOLUCAO COM FONTE CONTINUA E
FORNO DE GRAFITE

5.1 INTRODUCAO

O mercurio apresenta caracteristicas interessantes, como ser um bom
condutor e baixa temperatura de fusdo (liquido em temperatura ambiente) que
permite a combinacdo com outros metais na formacdo de amalgama. Essas
caracteristicas permitem seu uso em eletrodos e lampadas, assim como diversos
produtos industriais como: fungicidas, herbicidas, corantes e medicamentos
(MARTIN-YERGA; GONZALEZ-GARCIA; COSTA-GARCIA, 2013).

Apesar disso, somente a partir da década de 50, apds a contaminacédo das
aguas maritimas da costa de Minamata, no Japao, que trouxe sérias consequéncias
na saude de milhares de pessoas, tomou-se consciéncia do grau de sua toxicidade
(HA et al., 2016).

Desde entdo, o monitoramento deste elemento, em todas as suas formas
(organica, inorganica e elementar), em diversos tipos de amostras, vem sendo o
objetivo de muitos trabalhos de pesquisa. Apesar da toxicidade de cada forma do
mercurio ser diferente, todas possuem consequéncias graves a salude humana e ao
meio ambiente.

A intoxicacdo pode ocorrer de diferentes maneiras, sendo a mais comum a
ingestao de alimentos que foram contaminados em seu ambiente de cultivo. Mesmo
guando a intoxicagdo acontece em pequenas quantidades, devido a sua capacidade
de bioacumulagdo, o consumo continuo deste alimento pode resultar em um
aumento da concentracdo do metal no organismo e consequentemente, S€rios
problemas de saude. Essa contaminagdo ambiental pode ser proveniente de fontes
naturais ou antropogénicas, sendo a Ultima mais significativa e proveniente de
aplicacoes de fungicidas e herbicidas em alimentos, bem como a utilizacdo na

industria do papel e eletroquimica e seu mau gerenciamento de residuos.
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Apos a insercdo do metal no organismo, sua acumulacdo ocorre no figado,
cérebro e tecido 6sseo, causando faléncia renal, transtornos neurologicos e até
mesmo a morte (MARTIN-YERGA; GONZALEZ-GARCIA; COSTA-GARCIA, 2013).

A avaliacdo da intoxicacdo por mercurio € normalmente realizada pela
analise do metal em amostras de urina e sangue. O teor de mercurio encontrado na
urina normalmente remete a exposi¢cao recente do metal na sua forma inorganica ou
elementar. No entanto, a forma Hg?* se acumula nos rins, sendo lentamente
excretado através da urina, dessa forma atuando também como um marcador de
intoxicacdo a longo prazo. Normalmente os niveis do metal encontrados na urina
sao inferiores a 20 pg.Lt, em uma populacdo que nao foi exposta de forma direta ao
metal (FERNANDEZ et al., 2016).

Ja o mercurio na sua forma organica, é normalmente eliminado através do
processo de desmetilacdo e excrecdo nas fezes, sendo raramente encontrado em
urina. O mercudrio nesta forma possui uma meia vida maior, e é rapidamente
absorvido pelo sistema digestivo e acumulado nas células vermelhas do sangue.
Como esse tipo de composto circula no sangue por um tempo maior, sua
acumulacdo em diferentes 6rgdos também € maior, podendo ser encontrado
principalmente no sistema nervoso central. Sua concentragdo normal, em adultos de
uma populacdo nao exposta é menor que 5 ug.L* em adultos.

Com isso, ha uma constante busca por métodos que proporcionem o
adequado monitoramento da quantidade total de mercurio em amostras de urina e
sangue. Nesse sentido, o presente trabalho objetiva o desenvolvimento de método
analitico para a determinacdo direta de mercurio nessas amostras por HR-CS GF
AAS, empregando nanoparticulas de ouro como modificador quimico.

Como método comparativo, foi realizada a andlise de mercurio nas mesmas
amostras de urina e sangue, utilizando como base o trabalho publicado na literatura
gue emprega permanganato de potassio como estabilizante do analito, em amostras

solidas para a determinacdo de mercurio (SILVA et al., 2006).
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5.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o cumprimento do objetivo geral, o qual visa o desenvolvimento de

método analitico para a determinacdo de mercurio, por andlise direta em amostras

de sangue e urina de forma direta por HR-CS GF AAS, foram tracados os seguintes

objetivos especificos:

Estabelecer as melhores condicGes que permitam a determinacao de
mercurio nas amostras e nos padres aquosos com a adequada

sensibilidade;

Investigar o comportamento térmico através da realizacédo de curvas
que proporcionem a otimizacdo de temperatura de pirdlise e

atomizacao;

Verificar a possibilidade de utilizacdo de nanoparticulas de ouro
como modificador quimico para proporcionar adequada volatilidade

ao analito, juntamente com a otimizacdo de sua massa e tamanho;

Aplicar o método desenvolvido para a determinacdo de mercurio em

amostras de urina e sangue certificadas;

Comparar os resultados obtidos com o método ja publicado que

utiliza o permanganato de potassio como estabilizador de mercurio.
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5.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.2.1 Mercurio

5.2.1.1 Historico e caracteristicas

O elemento quimico mercurio, de simbolo Hg (do latim hydrargyrum, que
significa prata liquida) é conhecido e usado desde a antiguidade, principalmente na
forma de amélgama, desde 500 AC (GREENE, 2014). O elemento recebeu esse
nome relacionado ao Deus grego Mercurio, cuja caracteristica é a velocidade e
mobilidade. Na China, cindbrio (HgS), de cor vermelha ou preta, era utilizado como
pigmento em tintas vermelhas ha mais de 3000 anos.

Ja no século IV AC, Aristételes usou o nome “fluido de prata” para a
substancia usada em cerimonia religiosa. Hipocrates também menciona o seu uso
na medicina. J4 no primeiro século depois de cristo, surgiram 0s primeiros relatos de
intoxicacdo pelos escravos que trabalhavam nas minas de extracdo de ouro. Apesar
disso, o0 elemento continuou a ser usado, principalmente na tentativa de transformar
mercuario em ouro.

Um dos alquimistas da era renascentista, Philippus Aureolus Theophrastus
Bombast von Hohenheim (1493 - 1541), fez o primeiro relato do motivo da
intoxicacdo dos escravos, sendo esta devido a inalacdo da poeira téxica e nao
devido a espiritos como se acreditava na época (FORRAI, 2007).

Sua aplicacdo teve seu apice na mineragcdo do ouro, onde é usado para
formar um amalgama com o metal precioso, possibilitando sua extracdo, posterior
aquecimento e separacdo. Esse processo, ainda que pouco fiscalizado, € usado até
os dias de hoje.

O elemento quimico mercurio possui a coloracdo branco-prateado e €
inodoro, localizado no sexto periodo e familia IlIB da tabela peridédica atual. Seu
numero atdémico é 80 e sua massa 200,59 u. Seu ponto de fuséo igual a -38,83°C
proporciona uma caracteristica Unica a esse elemento, que é estar na forma liquida

a temperatura ambiente. Possui elevada densidade (13,546 g.dm® a 19,85 °C),
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apresentando caracteristicas que sempre instigaram a curiosidade humana, de ser
um liquido muito denso e prateado.

Possui alta tensdo superficial (ndo ficando aderido a superficies vitreas),
condutividade térmica (8,34 W m? K?) e grande poder de assepsia por oxidar
facilmente a matéria organica. E considerado um metal ndo-essencial a vida, ou
seja, ndo é essencial para nenhum tipo de processo bioldgico, porém apresenta uma
alta capacidade de acumulagéo nos seres Vivos.

Devido a sua configuracdo eletronica (Xe): 4f4 5d'° 6s?, seus estados de
oxidacdo mais comuns sdo o 0, +1 e +2. Sua forma inorganica pode ser
normalmente encontrada nesses trés diferentes estados de oxidacdo: a forma
elementar (Hg), e as oxidadas, como o ion mercuroso (Hg22*) e o ion mercurico
(Hg?"). Quando presentes em compostos organicos, normalmente o ion mercirio
esta ligado covalentemente a um radical, sendo 0s mais comumente encontrados o
metilmercurio (CHsHg*) e o dimetilmercurio ((CHs)2Hg) (MICARONI et al., 2000).

5.2.1.2 Abundancia, obtencéo, uso e contaminacéo

A concentracdo de mercurio na crosta terrestre é de, aproximadamente,
80 pg.Kgt e se distribui através de processos naturais, como a erupgao de vulcoes,
incéndios, movimento dos rios, lagos e oceanos e processos bioldgicos (IQBAL;
ASMAT, 2012). O mercurio pode estar presente em diversos tipos de minérios,
sendo mais comumente encontrado em calcéario, arenito, serpentina, andesita,
basalto e riolita. Dentre esses tipos, 0 minério que possui maior teor de mercurio é a
cinabrio (86,2% de Hg).

Em combustiveis fésseis a concentragdo de mercurio pode variar de 10 a
8.530 ppb, em carvao de 20 a 300.000 ppb, em petroleo bruto de 20 a 2.000 ppb,
em petroleo sem refino, em terreno com elevados teores de mercurio de 1.900 a
21.000 ppb e betume e asfalto de 200 a 900.000 ppb.

Os combustiveis fdosseis que contém elevados teores de mercurio

proporcionam uma maior contaminacdo ambiental, uma vez que durante a sua
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gueima libera o metal ao ar, ocorrendo a posterior contaminacao de solos e aguas
(NASCIMENTO; CHASIN, 2001).

A emissdo de mercurio através de atividades antropogénicas é estimada em
2.000 a 3.000 toneladas/ano, e existem dados que apontam que de 2.000 toneladas
de mercurio emitidas desde 1890, cerca de 95% permanecem no solo, 3% em aguas
oceanicas superficiais e 2% na forma de vapor na atmosfera (MICARONI et al.,
2000).

A producao de mercurio é realizada com maior intensidade nos paises como
Espanha, Russia e Canadad. A maior parcela de producdo de mercurio ocorre
através da extracdo do minério cindbrio. Normalmente essa extragdo ocorre atraves
da reacdo do minério com oxigénio, oxidando o enxofre e liberando o mercurio
metalico (IQBAL; ASMAT, 2012).

O mercurio é utilizado por industrias na fabricacdo de lampadas e tubos
fluorescentes, termdmetros e outros instrumentos, como medidores de presséo,
lentes de telescopios, lampadas ultravioletas, interruptores, eletrodos e turbinas de
vapor. Outras industrias também utilizam mercurio, como a metalurgia de ouro e
prata, fabricacdo de pilhas e baterias, amalgamas dentarios, pesticidas e produtos
farmacéuticos.

Sempre que uma induUstria utiliza mercario como matéria-prima ou
componente, existe associado a esse processo o0 risco de intoxicacdo ocupacional.
Ainda que a utilizacdo desse elemento em grande parte dessas industrias tenha sido
diminuida, tanto pela consciéncia ambiental e toxicoldégica quanto pelo avanco da
tecnologia que permite a substituicdo desse elemento por outros, a emissao de
mercirio pela queima de combustiveis fosseis é ainda preocupante (RAMIREZ,
2008).

A mineragdo do ouro € maior fonte de demanda e emissdo de mercurio
(37%), sendo que entre 2005 e 2010 as emissbes do metal duplicaram (UNEP,
2013). Mercurio é usado na mineragdo do ouro com a funcéo de extragdo do ouro,
isso se da pela capacidade do mercurio de formar amélgama com a maioria dos

metais, com excec¢ao do ferro e a platina. Amalgama pode ser definido como uma
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liga entre o mercurio com outro metal, onde nesse caso € composta por partes
iguais de mercurio e ouro.

Uma vez formado o amalgama e extraido o ouro, a liga é aquecida e o
mercurio € levado ao estado de vapor, separando o ouro. Esse tipo de extracao
ainda é utilizada, principalmente em comunidades pequenas, devido ao baixo custo
e facilidade da separag¢do, quando comparado a métodos alternativos (UNEP,
2013a).

O aumento pela demanda e escassez de ouro faz com que seu preco
aumente consideravelmente, e com isso a busca por novas minas acontece pelo
mundo todo. A exploragdo em pequena escala e utilizando mercurio como extrator
ocorre principalmente na América do Sul, Africa e Asia, sendo também encontrado
em menores propor¢cdes na América do Norte e Australia (GIBB; O'LEARY, 2014).

A contaminacdo por mercurio no homem pode ocorrer de duas maneiras:
ocupacional ou ambiental. A primeira € aquela que ocorre através da exposicao
trabalhista, como por exemplo, em mineracdo e industrias. Essa contaminacéo
normalmente ocorre através das vias respiratorias, podendo ser identificada por
meio da dosagem de mercuario na urina. Os compostos que causam esse tipo de
intoxicagdo s&o normalmente sais de mercurio ou a substancia simples. Ja
contaminacdo ambiental, pode ser provocada pela ingestao de alimentos ou aguas
contaminadas, proveniente do ambiente marinho ou de agua doce. Esse tipo de
contaminacdo leva o metal diretamente a corrente sanguinea, onde ira provocar
problemas ao sistema nervoso central. A comprovacao desta contaminagdo pode
ser através da determinacdo de mercurio em amostras de cabelo ou sangue. Os
compostos de mercario normalmente responséveis por este tipo de contaminagéo
sao 0s organicos, dentre os quais metilmercurio ganha destaque.

Ambos os tipos de contaminagcdo, ocupacional e ambiental, apresentam
compostos que atravessam a barreira placentaria, causando sérios problemas no
desenvolvimento do feto (SOUZA; BARBOSA, 2000).
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5.2.1.3 Toxicidade, mecanismos de acéo e tratamento

A toxicidade do mercario em humanos varia de acordo com a espécie
guimica, quantidade e tempo de exposicdo ao metal. Além disso, as espécies que
ocasionaram a intoxicacdo podem se interconverter em outras. Por exemplo, vapor
de mercurio (Hg® inalado é facilmente absorvido pelas membranas do sistema
respiratério e rapidamente convertido a sua forma oxidada (Hg?* ou Hg2?*), mas nédo
tdo rapido a ponto de evitar a deposi¢cao do metal no cérebro (BERNHOFT, 2012).

Em todos os seus estados de oxidacdo o mercurio pode causar alteracdo na
estrutura de proteinas por causa da sua elevada afinidade de ligagdo com o enxofre
presente nesses aminoacidos. Por causa disso, o metal pode ser um potencial
responsavel pelo mau funcionamento de qualquer érgéo ou célula.

Apesar do cérebro ser o 6rgdo mais afetado, mercurio metélico também se
deposita nas glandulas mamarias, tireoide, suprarrenais, salivares, miocardio,
musculos, figado, rins, pele, péancreas, pulmdes, testiculos, prostata, sendo
associado a disfuncdo apresentada por esses orgaos (ADAMS et al., 2010;
AZEVEDO et al., 2012; BERNHOFT, 2012).

Os principais sintomas de intoxicagdo sao bronquite erosiva, podendo levar a
insuficiéncia respiratoria, associada a tremores devido a danos ao sistema nervoso
central. Quando a intoxicacdo ocorre de forma cronica, disfuncées neurais mais
severas sao apresentadas (GARNIER; FUSTER; CONSO, 1981)

A excrecdo do mercurio metalico se d4 através da oxidacdo do mesmo até a
formacdo do mercurio mercurico (Hg?*). A meia vida dos dois compostos varia muito,
pois dependem do 6rgdo em que se encontram depositados e o0 seus estados de
oxidacdo, podendo variar desde poucos dias a Vvarios meses, e em alguns
grupamentos como o CNS possui uma meia vida de varios anos (BERLIN; ZALUPS;
FOWLER, 2007).

Por sua vez, o sal de mercario Hg2Cl2 (calomelano), que tem como ion o
mercurio mercuroso (Hgz?*), tende a ser mais insollvel e menos estavel, dessa
maneira apresenta menor absor¢cdo, quando comparado a outros tipos de

compostos de mercurio. Quando essa intoxicacédo ocorre, normalmente ocasiona dor
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e descoloracdo das maos e pés, conhecida como doenca rosa ou acrodinia
(GOODMAN; GILMAN, 1990).

O calomelano é ainda usado em algumas regiées do mundo como laxativo.
Ainda que sua absorcdo no intestino seja pequena, alguma por¢cdo do mesmo €é
convertida em ion mercurico, sendo absorvido pelo organismo. O ion mercurico
(Hg?*, proveniente do sal HgCl2) é usado como preservativo na fabricacdo de filmes
fotograficos e em alguns cremes clareadores de pele. Somente 2% do mercurio
ingerido nessa forma sdo absorvidos incialmente. Porém, acredita-se que o seu
efeito corrosivo no sistema digestivo pode aumentar a sua absorcdo, quando a
intoxicacdo ocorre por um tempo prolongado (NORSETH; CLARKSON, 1971;
KOSTIAL; KELLO; JUGO, 1978).

Esse estado de oxidacdo do metal ndo permite que 0 mesmo atravesse a
membrana hematoencefalica eficientemente, mas se acumula na placenta, tecidos
fetais e fluidos amnioticos. A sua excrecdo € normalmente realizada através da urina
e fezes, e em menor quantidade através do suor, lagrimas, leite materno e saliva
(SUZUKI et al., 1977).

Assim como o mercurio metalico, o ion mercurico possui meia vida variavel.
Séo 42 dias para 80% da dose oral e os outros 20% n&o aparecem nas vias
excretoras. Esse fato pode estar relacionado com a interconversdo em outras
espécies que levam muito tempo para ser excretadas. Ja a forma organica,
normalmente sendo referenciada como metilmercurio, € amplamente estudada
devido a sua estabilidade e presenca nos diversos tecidos humanos (RAHOLA;
HATTULA; LOROLAINEN, 1971).

O etilmercurio apresenta um comportamento semelhante ao metilmercurio em
nivel celular, porém apresenta um ter¢co da meia vida de excrecdo do metilmercurio.
O vapor do metilmercurio é absorvido com 80% de eficiéncia, semelhante ao
mercurio metalico. A intoxicacdo pelo sistema digestivo, a partir de alimento
contaminado € uma via de facil absorgéo, assim como a cutanea (BERLIN; ZALUPS,;
FOWLER, 2007).

Ao entrar na corrente sanguinea, o metilmercurio também € atraido pelos

grupos sulfidrila das proteinas, em especial a cisteina. Dessa maneira, também pode
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ser o desregulador de fun¢Bes celulares de diferentes 6rgdos, sendo o cérebro o
mais atingido. Ele é depositado em diversos tecidos, através da corrente sanguinea,
onde o equilibrio entre o0 sangue e os tecidos ocorre aproximadamente 4 dias apos a
exposicao. A deposicdo do metilmercurio ocorre no cérebro, figado, rins, placenta,
tecido fetal (especialmente o cérebro), bem como os nervos periféricos e medula
o0ssea. O metilmercurio depositado nesses tecidos, lentamente € convertido em
mercurio inorganico (BERLIN; ZALUPS; FOWLER, 2007; SUDA; TAKAHASHI,
1992).

O tempo de meia vida de excrecdo do metilmercuario no corpo humano é cerca
de 39 a 70 dias, dependendo do grau de contaminacdo, sendo excretado 90% nas
fezes. Dependendo do tempo de exposicdo, 20%, pode ser excretado no leite
materno. O teor do mesmo no cabelo humano reflete a quantidade presente no
sangue no momento da exposicdo, mas ndo o mercurio na sua forma elementar e,
portanto, ndo deve ser usado como medida total de mercurio (BERGLUND et al.,
2005; BERNHOFT, 2012; RICE et al., 2014).

O tratamento realizado para a intoxicacdo de mercurio, seja qual for sua
forma, é primeiramente remover o paciente da fonte de exposicdo. Como o mercurio
€ eliminado gradualmente pelas vias excretoras, somente a retirada do paciente da
fonte de exposigéo pode ser suficiente para a melhora ou reversao dos sintomas.

Em casos em que os indicadores biolégicos (urina e/ou sangue) néao
apresentarem sinais de mercario ou 0s sintomas nao regredirem, um tratamento
mais agressivo é indicado, como o processo de quelacdo. O mesmo consiste em
introduzir uma molécula com carga (normalmente uma que contenha enxofre em sua
composi¢cdo) no corpo humano com o intuito de que se realize uma ligagao
especifica com o metal de carga oposta, facilitando a excrecdo do composto
formado. Os agentes quelantes mais comumente usados para mercurio € o EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético), BAL (2,3-dimercaptopropanol), NAP (N-acetil-
D,L-penicilamina), DMSA (acido meso 2,3-dimercaptosuccinico) e DMPS (2,3-
dimercapto-1-propanosulfonato) (RISHER; AMLER, 2005).
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5.2.1.4 Legislacéo

Devido a sua elevada toxicidade, persisténcia e elevado tempo de meia vida
no ambiente e corpo humano, o monitoramento do elemento mercurio é considerado
de grande importancia.

Como dito anteriormente, dependendo da sua forma, via e nivel de exposicéo,
a contaminacao por esse metal pode trazer sérios riscos ao ecossistema, seja ele
em sua forma aquatica ou terrestre. Uma vez emitido ao ar, € levado por correntes
aéreas, sendo levado até ambientes aquaticos para posterior depdsito terrestre. A
prova desse ciclo é a determinacdo de mercario em areas nao populadas, como o
Artico e Antartica, que estdo localizadas muito distantes das fontes emissoras de
mercurio. Essa evidéncia classifica o mercurio como um poluente global.

Desde 1970, a preocupagcdo com a emissao acarretou no surgimento de
consideravel numero de regulamentacfes, em diferentes paises, no intuito de
diminuir os niveis emitidos e, consequentemente, 0s riscos relacionados a exposi¢ao
desse elemento. Estas propdem limites para diversos tipos de vias de exposicao,
como ar, agua, solo, combustiveis fésseis, alimentos e materiais industrializados.

O nivel de mercurio normalmente encontrado no ar atmosférico € de 2 a
10 ng.m?, entretanto a Agéncia Americana de Registro de Substancias Quimicas
Toxicas e Doencas (ATSDR, do inglés Agency for Toxic Substances and Disease
Registry) (ATSDR, 1999) reporta como nivel maximo aceitavel de mercurio o valor
de 200 ng.m para exposicéo cronica. Ja a US EPA propde um nivel maior, de 300
ng.m=3 (EPA, 1995).

A EPA e a WHO propdem um limite de mercurio para agua potavel de 0,002
mg.L? e 0,006 mg.L?, respectivamente (EPA, 2007; WHO, 2005).

A legislacdo brasileira através da portaria n° 2.914 (BRASIL, 2011) apresenta
um valor ainda mais baixo para o controle de mercurio em agua potavel, sendo
0,001 mg.L* o valor maximo permitido. Para alimentos provenientes de ambientes
aguaticos, como peixes, mariscos, crustaceos, entre outros, na sua forma fresca,

congelada ou processada, e graos de trigo rosa, o FDA apresenta um valor de 1
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ppm, para uma porcao de peixe comestivel ou de 500 g de trigo, como o valor limite
onde o produto pode ser retirado do mercado (EPA, 2000).

Orgéos europeus, como a comissdo da comunidade europeia (CEC, do
inglés, Commission of the European Communities) apresentam os mesmos valores
para os alimentos supracitados (COMMISSION REGULATION, n° 1881, 2006).

Ja no Brasil, para atender os interesses comerciais do Mercado Comum do
Sul (Mercosul) os limites de mercuirio em peixes predadores sédo de 1 mg.Kg? e 0,5
mg.Kg? para os demais frutos do mar (RDC n° 42, 2013). Ja para a embalagens de
alimentos, a Anvisa possui a resolucdo n° 105 que define um maximo de 0,005 %
(m/m) solavel em HCI 0,1N (BRASIL, 1999).

Como o Brasil ndo é um produtor de mercuario, a utilizagdo do metal por
industrias ou qualquer outra instituicdo deve ser feita por importacdo. A entrada do
metal e a sua devida comercializacdo é controlada pelo Ibama (Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) através da portaria numero 32,
de 1995 (BRASIL, 1995) e o decreto numero 97.634/89 (BRASIL, 1989)

Essas legislacdes obrigam o cadastramento de pessoas fisicas e juridicas
gue irdo utilizar o mercurio importado, juntamente com as atividades exercidas com
o metal. Caso as atividades sejam potencialmente poluidoras, deverdo ser
classificados como comércio e transporte de substancias perigosas, bem como
controlados os seus residuos sélidos ou qualquer outro impacto ambiental.

Apesar da consciéncia ambiental mundial sobre a utilizacdo e toxicidade de
mercurio, o Brasil ainda ndo possui legislacdo que permita ao Ibama limitar o
uso/comércio do metal, uma vez que a atividade esteja licenciada.

O uso de mercurio na atividade da extracdo do ouro € proibido pelo decreto n°
97.507/89, com excecédo de empresas licenciadas pelo 6érgdo ambiental competente,
além da obrigatoriedade da recuperacdo dessas areas, degradadas pela atividade
garimpeira (BRASIL, 1989)

J& o conteudo nao intencional de mercurio em fertilizantes é controlado pela
Instrugdo Normativa do Ministério da Agricultura, sob ndmero 27 de 2006, onde
dispde de um limite de 10 mg.Kg? para fertilizantes de origem organica (BRASIL,
2006).
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Para o esgoto urbano tratado e para a utilizagdo na agricultura, o CONAMA
apresenta uma resolucdo, sob numero 357 de 2006, que estipula um limite maximo
de 17 mg.Kg* do metal. Esse limite € maior do que o estipulado pelo ministério da
agricultura para fertilizantes organicos (BRASIL, 2005).

A resolucdo 306 de 2004 da Anvisa estabelece que os residuos de
amélgamas dentarios que contém mercurio devem ser armazenados em recipientes
resistentes e hermeticamente fechados, com selo de enxofre, e devidamente
encaminhados para a recuperacdo dos residuos, sendo o profissional da éarea
responsavel pelo adequado destino. Todos esses cuidados séo realizados para
tentar diminuir as possibilidades de contaminag&do ambiental (BRASIL, 2004).

Além disso, o decreto 7.404 de 2010 estabelece a responsabilidade e
penalidade reversa, ou seja, 0s produtores também sdo responsaveis pelos
cuidados com os residuos gerados do produto vendido (BRASIL, 2010). Porém, em
2014, o projeto de lei n® 7.627 proibe a utilizacdo de mercurio para a producdo de
amalgamas dentérios e justifica sua aprovacdo com base na existéncia de materiais
alternativos e esteticamente mais viaveis, como a resina composta (BRASIL, 2014b).

O carvao, como fonte energética de industrias termelétricas, possui
naturalmente mercuirio em sua composi¢do, sendo a maioria na forma HgS. Sua
concentracéo varia de 0,02 a 1 ppm, sendo normalmente encontrado de 0,05 a 0,8
ppm no Brasil e de 0,01 a 8 ppm nos Estados Unidos.

ApoOs a sua combustéo, ele € emitido na forma de material particulado (cinza
volante) e outra parte fica retido na forma de cinzas pesadas ou ainda, retido no
precipitador eletrostatico (cinzas leves). Portanto, a quantidade de mercurio liberada
ao ambiente dependera da tecnologia envolvida para a retencdo do metal na saida
da chaminé. Como o licenciamento para a geracdo de energia ndo exige
monitoramento das emissfes de metais na chaminé, o controle ndo esta sendo
monitorado por nenhuma resolucdo do CONAMA (BRASIL, 2011).
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5.2.1.5 Determinagéo de mercurio

Devido a sua elevada toxicidade ao homem e ao meio ambiente, causada por
todos os seus estados de oxidacdo e compostos, € um elemento amplamente
investigado na literatura.

A escolha da técnica analitica instrumental deve ser feita de forma adequada,
uma vez que a pequena concentragcdo encontrada naturalmente em algumas
amostras, independente da espécie do mercurio, deve ser compativel com o limite
de deteccdo da mesma. Quando isso ndo é possivel, pode-se utilizar uma etapa de
pré-concentracdo, de forma a tornar compativel a quantidade encontrada
naturalmente ao limite de detec¢do da técnica.

Além disso, outras etapas de preparacdo de amostra podem ser necessarias
para adequar a amostra a técnica utilizada, como por exemplo, a decomposi¢ao por
via 4cida ou basica, micro-ondas e ultravioleta. Porém, qualquer uma destas etapas
séo passiveis de erro, pois podem perder o analito por volatilidade ou contaminacéo
pelos reagentes empregados.

A técnica mais empregada para a determinacdo de mercurio é a geracdo de
vapor frio (CVG, do inglés Cold Vapor Generation) acoplada a espectrometria de
absorcao atdbmica (ALMEIDA et al., 2016) e espectrometria de fluorescéncia (HAN
et al., 2007). Outras técnicas também sédo utilizadas como a cromatografia gasosa
acoplada a espectrdmetro de massas (CENTINEO; GONZALEZ; SANZ-MEDEL,
2004), HPLC com deteccdo ultravioleta (DONG et al., 2004), ICP-MS (KRATA,;
VASSILEVA; BULSKA, 2016) e voltametria (SOME et al., 2016).

Relatos da utilizacdo de GF AAS para determinacdo de mercurio em
diferentes amostras podem ser encontrados na literatura (LIANG; KANG; MO, 2016;
1ZGI; DEMIR; GUCER, 2000; LOPEZ-GARCIA; SANCHEZ-MERLOS; HERNANDEZ-
CORDOBA, 1997; BAXTER; FRECH, 1989). Porém a utilizacdo desta técnica
apresenta alguns problemas como o elevado sinal de fundo e dificuldades na
correcéo do mesmo dependendo do tipo de amostra.

O uso de técnicas que permitam a analise direta de solidos para a

determinacdo de mercurio se tornam uma atraente alternativa aos procedimentos
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tradicionais de decomposicdo de amostras, devido a diminuicdo do risco de
perda/contaminagdo de analito neste processo associado ao aumento de
sensibilidade pela auséncia de diluicéo.

Apesar da existéncia de equipamentos chamados “analisadores de mercurio”
permitir a analise de metal em amostras solidas, eles possuem problemas como a
falta de correcdo de fundo, que resulta em possiveis problemas com interferéncias,
principalmente em amostras com alto teor organico. Além disso, a pesquisa cientifica
prioriza o desenvolvimento de trabalhos utilizando equipamentos que permitam
também a anélise de outros elementos (RESANO; BRICENO; BELARRA, 2009A).

A espectrometria de absorcdo atdbmica utilizando forno de grafite se mostrou
uma técnica adequada para a determinacdo de solidos (TOROK; ZEMBERYOVA,
2012) ou suspensdes (BERMEJO-BARRERA et al., 1994 LOPEZ-GARCIA;
SANCHEZ-MERLOS; HERNANDEZ-CORDOBA, 1997), utilizando a calibragio com
padrbées aquosos, tornando o método mais adaptavel a uma rotina laboratorial.

Com o surgimento da instrumentacdo HR-CS GF AAS utilizando amostrador
sélido, a determinacdo de mercurio passaria por significativos avancos quando
comparado a espectrometria de absorcdo atbmica classica. Seu desempenho de
correcdo de fundo superior pode ser aplicado em amostras com matrizes mais
complexas e também utilizar a calibracdo aquosa (MANDJUKOV et al., 2015;
SOUZA et al., 2015).

Dessa forma, este trabalho propde o desenvolvimento da determinacao de

mercurio em amostras de sangue e urina de forma direta utilizando HR-CS GF AAS.
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5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Equipamento

O mesmo equipamento descrito no item 3.3.1 foi utilizado.
Espectrofotdmetro V370 (Jasco, Espanha) foi utilizado para avaliar o tamanho

das nanoparticulas de ouro sintetizadas.

5.3.2 Reagentes e solucdes

A agua utilizada em todas as etapas de preparo de solu¢des foi purificada
através do processo de deionizagdo pelo sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, USA).

Os padrbes de mercurio foram preparados através da devida diluicdo do
padrdo de Hg(NOs)2 1000 mg.L* em A&cido cloridrico 1% (Merck, Alemanha). Os
padrdes foram estocados em frascos de vidro.

A solucdo de ouro ibnico foi obtida através da solucdo padrdo de acido
cloroaurico HAuUCls de 1000 mg.L* (Merck, Alemanha).

As solucbes de nanoparticulas de ouro comercialmente disponiveis utilizadas
na otimizacdo do método foram as com didmetro de 20, 50, 80 e 100 nm da
Nanocomposix, San Diego, Estados Unidos e as de 10, 30 e 60 nm do NIST,
Alemanha, ambas com concentracdo de 50 mg.L*. Todas foram utilizadas apés 5
minutos no sonicador e protegido da luz, sem diluicéo.

Também foi realizada a sintese de nanoparticulas de ouro, onde a mesma foi
preparada a partir de uma solugédo padrdo Au 1000 mg.L* (Merck, Alemanha) e do
sal de citrato de sédio. O procedimento desta sintese é descrito no item 5.3.5.

A solugdo de permanganato de potassio foi obtida através da adequada
pesagem do solido KMnOas (Scharlau, Barcelona, Espanha) e posterior dissolucao
em agua deionizada para a concentracao final de 30 g.L™.
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5.3.3 Amostras

As informacfes sobre as amostras de urina e sangue certificadas utilizadas
para a verificacdo da exatiddo do método desenvolvido e estdo detalhadas na
Tabela 14.

Tabela 15 - Detalhes da composi¢cdo das amostras certificados de urina e sangue
utilizados neste trabalho para a determinacdo de mercurio por HR-CS

GF AAS.
Contelido
Amostras Tipo de amostra certificado de Hg
(Wg.L™)

Seronorm® — Trace Elements Urine ref 201205 40,7 £ 2,3
ClinCheck® - Control Nivel Il lote 923 ref 8848 Urina 39,5 +£15,8
ClinCheck® - Control Nivel Il lote 432 ref 201205 17,3 +8,7
ClinCheck® - Control Nivel | lote 432 ref 201205 2,30+£1,38
Seronorm® Elements Whole Blood — Level Il Sangue 37,1+75
Seronorm® Elements Whole Blood — Level |l 16,0 + 3,2

Conforme recomendacao dos fabricantes, todas as amostras de urina da
Clincheck® - Control foram compradas na forma soélida, e sua reconstituicdo foi
realizada através da adicdo de 10 mL de &gua purificada e posterior agitacdo. Ja a
amostra de urina da Seronorm® — Trace Elements Urine foi reconstituida com 5 mL
de &gua deionizada.

As amostras de sangue também foram compradas na mesma forma, sendo

reconstituidas com 3 mL de 4gua deionizada.

5.3.4 Procedimento para a medida de mercurio por HR-CS GF MAS

As condigbes experimentais, bem como 0s parametros instrumentais e as
caracteristicas da linha de absor¢cdo de mercurio para os dois estabilizantes séo

detalhadas na Tabela 15.
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Tabela 16 — Parametros instrumentais utilizados na determinacdo de mercurio
utilizando HR-CS GF AAS e nanoparticulas de ouro ou permanganato
de potassio como estabilizantes para analise de amostras de urina e
sangue de forma direta.

KMnO4 e Nanoparticulas de Au

Comprimento de onda do pixel central 253,652 nm

Pixels somados por linha (resolucao) 3 (~2,7 pm)

Programa de Temperatura

Fluxo de
Etapa Temperatura (°C) Rampa (°Cs?1)  Tempo (s) gas Ar
(L min?)
Secagem 150 7 45 2,0
Atomizagéo 700 3000 10 0
Limpeza 2600 3000 3 2,0

Para a determinacdo de mercurio utilizando nanoparticulas de ouro como
estabilizante, realizou-se a curva de calibracdo com 10 yL de solucdo padréo
aquosa de mercurio (0,1 a 0,9 ng), onde cada ponto (branco + 5 concentracdes
crescentes) desta curva foi realizado em triplicata, e a média das absorvancias
integradas por area (CP *= 1) foram registrados. Juntamente com cada ponto da
curva de calibracdo foram adicionados 10 pL da solucdo 50 mg.L? de nanoparticulas
de ouro (500 ng) de 10 nm de diametro como estabilizante.

Para a realizagdo da analise comparativa utilizando KMnOas, a curva de
calibracdo também se utilizou 10 pyL de solucdo de mercurio (0,1 a 0,9 ng) onde
cada ponto (branco + 5 concentracdes crescentes) desta curva foi realizado em
triplicata, e a média das absorvancias integradas por area (CP + 1) foram
registrados. Juntamente com cada ponto da curva foram adicionados 10 pyL da
solucéo de 30 g.L* de KMnOa4 (300 ug).

O programa de temperatura para os dois estabilizadores descritos na Tabela
15 foi aplicado, para a curva de calibracdo e amostras de urina e sangue.

Para ambos os estabilizadores, apds a construcado da curva de calibracao,

10 L ou 20 pL (somente para a amostra de urina ClinCheck® - Control Nivel | lote
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432) foram introduzidas na plataforma, juntamente com o estabilizador que foi
utilizado na curva de calibracéo.

Em seguida, a plataforma e seus componentes foram levados até o forno de
grafite e 0 mesmo programa de temperatura empregado na curva de calibracéo foi
aplicado e o sinal registrado. Em todas as analises, a absorvancia integrada foi
selecionada como modo de registro de sinal, ou seja, a soma dos sinais de 3 pixels
(o central e mais dois adjacentes a este, CP + 1) foram considerados como resultado
analitico para cada analise, independente do estabilizador.

Para cada determinacdo, foram analisadas cinco repeticbes, e a mediana
dos resultados foi considerada como valor representativo (BELARRA; RESANO;
CASTILLO, 1999).

5.3.5 Procedimento para a sintese de nanoparticulas de ouro

A sintese das nanoparticulas de ouro tem como objetivo baratear e
simplificar a analise. Além disso, com a sintese foi possivel aumentar a
concentracdo das nanoparticulas e avaliar o numero de particulas por volume
utilizado. Esta avaliacdo foi necessaria, uma vez que as nanoparticulas
comercializadas com tamanhos diferentes possuem a mesma concentragdo e por
conta disso, um numero diferente de particulas por volume é adicionado ao forno de
grafite. Como consequéncia, a area superficial de ouro que interage com o mercurio
sera diferente.

Para a sintese de nanopatrticulas, foi adicionado em um béquer 2,31 mL da
solugcdo padrdo de ouro 1000 mg.L'. O mesmo foi colocado sob manta de
aguecimento, até a evaporacao total do solvente, restando somente um sal dourado
(HAuUCls). Este sal foi redissolvido com 20 mL de agua deionizada e novamente foi
levado a aquecimento. Apos a ebulicdo, foram adicionados 2 mL de 38,8 mM de
citrato de sdédio diidratado (NasCesHsO7.2H20). O aguecimento se manteve até o
aparecimento de uma coloracdo vermelha escura (aproximadamente 10 minutos).
Apés o surgimento da cor, a solugdo foi resfriada a temperatura ambiente e

completado o volume até 22 mL com agua deionizada.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.4.1 Otimizacao das condi¢cOes experimentais

5.4.1.1 Ouro e permanganato de potassio

Devido a alta volatilidade do mercurio, programas curtos de temperatura sao
empregados, normalmente sem a etapa de pirélise, para que a separacao do analito
da matriz ocorra de forma mais eficiente.

A utilizacdo de permanganato de potassio descrita na literatura (SILVA et al.,
2006) para a determinacdo de mercurio € justificada pelo seu elevado poder
oxidante, que previne a reducéo de Hg (Il) da solucédo para HgP, tornando o elemento
mais estavel frente a temperatura de secagem. A utilizacdo de outros modificadores
guimicos (como paléadio) ndo apresentaram bons resultados, podendo ser justificada
pelo mecanismo desses modificadores com o metal, onde ndo proporcionam a
mudanca do seu estado de oxidacao, levando a perdas ainda na etapa de secagem.

A utilizacdo de ouro na forma ibnica ou de nanoparticulas (comercialmente
disponiveis ou sintetizadas no laboratério) também podem promover a estabilizacéo
do mercurio através da formagcdo de amalgama. A utilizacdo de nanoparticulas visa
aumentar a area superficial de contato com o mercurio e, assim melhorar a interacéao
Hg — Au.

Para fins de comparagéo foi realizada a otimizagdo das temperaturas de
pirélise e atomizacdo (apresentadas no item a seguir) com os modificadores de ouro
na forma ibnica e de nanoparticulas (sintetizadas e comerciais), assim como paladio.

Dentre os modificadores a base de ouro, o acido cloroaurico ndo causou uma
estabilidade térmica expressiva ao mercurio, levando a valores de absorvancia mais
baixos, quando comparado ao ouro na forma de nanoparticulas. Além disso, na
temperatura que apresenta maior valor de absorvancia (700 °C), 0 mesmo apresenta

um duplo pico. Dessa maneira, 0 mesmo foi descartado como modificador.
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Ao utilizar nanoparticulas de ouro como modificador quimico, devemos
garantir que a massa seja suficientemente alta para que o amalgama seja formado
de forma adequada. Levando em consideracdo que uma alta concentracdo de ouro
proporcionaria um custo elevado para andlise, optou-se por trabalhar com a
concentracdo de 50 mg.L?, variando entdo seu tamanho de particula e nimero de
particulas por volume.

Para tal, 1 ng de mercurio foi atomizado juntamente com tamanhos de
nanoparticulas de ouro crescentes. A Figura 14 mostra a absorvancia integrada para
mercurio em funcdo da variacdo do tamanho de nanoparticulas de ouro, que
apresenta um aumento de sinal analitico significativo para a nanoparticula de

tamanho 10 nm.

Figura 13 — Otimizacdo do tamanho de nanoparticulas de ouro adicionadas a 1 ng
de Hg ao forno de grafite, monitorando a linha de absor¢éo atdémica de
253,652 nm. CondicOes de temperatura da Tabela 15.
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Como pode ser observado, além do aumento consideravel do valor de
absorvancia, um pequeno deslocamento temporal também ocorre. I1sso pode ser
justificado pela area superficial que cada tamanho de nanoparticulas oferece.

Nanoparticulas maiores, oferecem uma area superficial menor, ocorre uma
menor interacao efetiva com o mercurio para a formacao do amalgama e, portanto, o
analito pode ser perdido na etapa de pirolise, justificando a diminuicdo da

intensidade de absorvancia.
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Além da investigacdo da influéncia do tamanho de particula no sinal analitico
de mercurio, investigou-se também a concentracdo de particulas por volume
definido. Isso se fez necessario, pois as nhanoparticulas de ouro comerciais
apresentam a mesma concentracdo de massa/volume e tamanho de particulas
diferentes.

A solucdo de nanoparticulas de ouro com tamanho de 10, 20, 30, 50, 60, 80 e
100 nm apresentam 5,1 x 10*?, 6,8 x 10, 1,7 x 10%%, 4,4 x 10%°, 2,4 x 1019, 1,3 x 10%°
e 5,1 x 10° particulas.mL, respectivamente.

Para realizar a comparacdo adequada entre o numero de particulas por
mililitro, foi necessaria a sintese de nanoparticulas, que ao possuir maior
concentracdo (116 mg.L?) permitiu a adequada comparacdo de tamanho e nimero
de particulas com as solucdes industriais.

Para verificar o tamanho das nanoparticulas de ouro sintetizadas, realizou-se
uma medida comparativa com as comercialmente disponiveis por espectrofotbmetro
de absorcdo no UV-Vis (HAISS et al., 2007), sendo o valor maximo de absorvancia
de todas as nanoparticulas obtido em 526 nm. Dessa maneira, ao realizar a
comparacdo entre as nanoparticulas, as sintetizadas tem comportamento
(intensidade e forma de sinal) semelhante as de 10 e 20 nm, devendo possuir um
tamanho intermediario a estas. Como essa faixa de tamanho ndo é possivel de ser
analisado por SP-ICP-MS (do inglés, Single Particle - Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry), foi realizado o célculo teérico do diametro médio da particula e
0 numero de particulas por mililitro de solucdo a partir dos dados das medidas
espectrofotométricas (HAISS et al., 2007), chegando a um valor médio de 13 nm e
5,2 x 102 particulas.ml.

Dessa maneira, comparamos o0s resultados obtidos da absorvancia atbmica
de 1 ng de Hg com as nanoparticulas comerciais e a sintetizada no laboratorio para
verificar se os resultados tedricos obtidos caracterizam corretamente a nanoparticula
sintetizada.

Assim, a Figura 15 apresenta o0s sinais de absorvancia para 1 ng de Hg
utilizando 500 ng de nanoparticulas de ouro comerciais de tamanho 10 nm, assim

como 1,16 ug de nanoparticulas de ouro sintetizadas.
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Figura 14 — Avaliacdo do sinal de absorvancia de 1 ng de Hg frente a 500 ng de
nanoparticulas de ouro comerciais de tamanho de 10 nm ( - ) e 1,16

Mg de sintetizadas em laboratorio ( --- ). Condi¢cdes de temperatura da
Tabela 15.
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Avaliando a Figura 15, € possivel verificar que a solu¢do de nanoparticulas de
ouro sintetizada proporciona um sinal de absor¢cdo semelhante a comercial de 10
nm. Dessa maneira, a sintese dessas nanoparticulas, além de reduzirem o custo da
analise e serem facilmente sintetizadas, torna o método atrativo e capaz de ser
aplicado a rotina de um laboratorio.

Uma vez otimizado o processo envolvendo a analise de mercurio utilizando
nanoparticulas de ouro, € necessario comparar os resultados obtidos com o trabalho
mais recente de mercurio por espectrometria de absorcdo atdmica utilizando
permanganato de potassio. Para as otimizacdes de temperatura de pirdlise e
atomizacéo foi utilizada a massa de 300 ug do KMnOa4, como indicado pelo trabalho
publicado (SILVA et al., 2006).

A comparacdo dos sinais analiticos de mercurio utilizando nanoparticulas de
ouro e permanganato de potassio foi realizada, como mostra a Figura 15. Foi
utilizado 1 ng da solugcéo aquosa de mercurio com 500 ng de nanoparticulas de ouro
de 10 nm e com 300 pg de permanganato de potassio. Ambos os sinais foram
registrados com o programa de temperatura descrito na Tabela 15.
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Figura 15 — Perfis de sinal de absorvancia em funcdo do tempo para 1 ng de Hg
utilizando 500 ng de nanoparticulas de ouro (10 nm) e 300 ug de
permanganato de potassio. Programa de temperatura utilizado esta
descrito na Tabela 15.
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Os sinais de 1 ng de mercurio na presenca de nanoparticulas de ouro e
permanganato de potassio possuem perfis de sinais analiticos visualmente
diferentes, como apresentado pela Figura 15. Os mesmos possuem altura, largura e
tempos diferentes. Entretanto, seus valores de absorvancia integrada (CP £ 1) séao
semelhantes, isto €, de 0,148 s para nanoparticulas de ouro e de 0,130 s para
permanganato de potassio. Apesar desta semelhanca, o limite de deteccédo para os
dois métodos deve ser bastante diferente, uma vez que a definicdo do mesmo esta

baseado na diferenciacédo do sinal analitico da linha base.

5.4.1.2 Otimizagdo da temperatura de pirolise e atomizacao

A escolha da adequada temperatura das etapas de pirélise e atomizagéo
pode ser considerada uma etapa crucial do processo de otimizacdo do método
envolvendo um elemento de alta volatilidade, como o mercurio.

Dessa forma, esta etapa foi realizada para que seja possivel conhecer o perfil

térmico do sinal analitico proporcionado pelos modificadores quimicos: ouro na sua
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forma ibnica e nanoparticulada (10 nm), nitrato de paladio, 300 ug de permanganato
de potéssio e para fins de comparagédo na auséncia de modificadores quimicos.

A Figura 16 mostra as curvas de atomizacdo para 5 ng de mercurio na
auséncia de modificador, com 10 ug de paladio (como nitrato), 500 ng de ouro na
forma de nanoparticulas (10 nm), 300 ug de permanganato de potassio e 10 ug de
acido cloroaurico, todos monitorando a linha de absorgdo atdmica de 253,652 nm. A

etapa de pirdlise para estas curvas nao foi realizada para evitar perdas do analito.

Figura 16 — Curva de atomizacao obtida através da anélise de 5 ng de Hg com 500
ng de nanoparticulas de ouro (A), 10 ug de acido cloroaurico ('¥), 300

Mg de permanganato de potassio (O0), 10 yg de paladio (A) e sem
modificador (m). A incerteza de cada ponto € expressa como desvio
padrao de trés replicatas.
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Como pode ser visto na Figura 16, a curva de atomizacdo do mercurio na
auséncia de modificador quimico apresenta poucas variagdes nas suas formas e em
valores de absorvancia, sendo estes ultimos baixos. Isso pode ser explicado devido
a elevada volatilidade do metal, que antes de chegar a etapa de atomizacao foi
vaporizado nas etapas de secagem. Dessa maneira, fica evidenciada a necessidade

de um modificador quimico que proporcione uma estabilidade térmica ao metal.
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O permanganato de potassio apresenta 0s maiores valores de absorvancia,
porém suporta temperaturas menores de atomizacdo e um maior ruido na linha
base. A temperatura escolhida para a etapa de atomizacdo utilizando este
modificador quimico foi de 700 °C.

Para o paladio, o sinal de mercurio ndo apresenta um patamar estavel de
valores de absorvéancia, apresentando uma queda de sinal a partir da temperatura
de 900°C. Além disso, proporcionou sinais duplos para estas temperaturas,
indicando mais de um mecanismo de atomizacdo, ndo sendo escolhido neste
trabalho como modificador.

O acido clorodurico possui um patamar mais estavel de temperatura de
atomizacao (1000 a 1300°C), porém as intensidades dos valores de absorvancia séo
inferiores aos obtidos com permanganato de potassio e nanoparticulas de ouro.
Além disso, nas temperaturas em que o patamar é alcancado, o sinal analitico
aparece como um duplo sinal, ndo sendo escolhido como modificador quimico para
este método.

Ja para as nanoparticulas de ouro, apesar de apresentarem um sinal de
absorvancia com intensidade semelhante a obtida com permanganato, seus sinais
analiticos sdo mais estreitos e altos, associados a uma linha base com menos ruido
que proporciona um melhor Ilimite de deteccdo, quando comparado ao
permanganato de potassio. Sua temperatura otimizada foi escolhida como a de
700 °C na etapa de atomizacdo, pois nessa temperatura, além da maior intensidade
de sinal, temos também um menor ruido de linha base.

Apés a otimizacdo desta temperatura, iniciou-se a investigacdo da
temperatura de pirélise. A Figura 17 mostra estas curvas para 5 ng de mercurio na
auséncia de modificador, com 10 pg de paladio (como nitrato), 500 ng de ouro na
forma de nanoparticulas (10 nm), 300 ug de permanganato de potassio e 10 ug de
acido cloroaurico, todos monitorando a linha de absorcdo atdbmica de 253,652 nm. A
temperatura de atomizacdo utilizada para cada modificador foi a otimizada

anteriormente definida.



139

Figura 17 — Curvas de pirélise obtidas através da analise de 5 ng de Hg com 500
ng de nanoparticulas de ouro (A), 10 pg de acido cloroaurico (V¥), 300
Mg de permanganato de potassio (o), 10 ug de paladio (A) e sem
modificador (m). A incerteza de cada ponto é expressa como desvio

padréo de trés replicatas.
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Como pode ser visto na Figura 17, a curva de pirdlise do mercurio na
auséncia de modificador quimico também apresenta 0 mesmo comportamento da
curva de atomizacgao.

Dentre os modificadores quimicos estudados, nenhum proporcionou uma
etapa de pirélise adequada maior que 200°C. Apesar de esta temperatura ser baixa,
alguns trabalhos relatados na literatura propdem a analise de mercurio por absor¢cao
atdbmica sem a etapa de pirdlise para evitar perdas do analito (LOPEZ-GARCIA;
SANCHEZ-MERLOS; HERNANDEZ-CORDOBA, 1997; SILVA et al., 2006). Como a
auséncia desta etapa ndo causou interferéncia das matrizes de urina e sangue, a
mesma nao foi realizada no método otimizado.

A Figura 18 apresenta os espectros tridimensionais, resolvidos no tempo
para os dois modificadores quimicos utilizados neste trabalho para analise de urina e

sangue. E possivel ver o ruido que a linha base apresenta na analise do padréo
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aquoso de 1 ng de Hg com A) 500 ng de nanoparticulas de ouro e B) 300 ug de
permanganato de potéssio.

Figura 18 — Espectros de absorcdo atdbmica resolvidos no tempo para o sinal
analitico do padrdo aquoso contendo 1 ng de mercurio, juntamente
com (A) 500 ng de nanoparticulas de ouro (10 nm) e (B) 300 ug de

permanganato de potassio, utilizando o programa de temperatura da
Tabela 15.
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Os resultados encontrados neste trabalho utilizando permanganato de
potassio, referente a forma do sinal analitico, ruido de linha base e limite de
deteccdo vao ao encontro com os apresentados pela literatura (SILVA et al., 2006).
Além disso, com o uso frequente deste modificador quimico observou-se residuos
na plataforma, e consequentemente maior desgaste da plataforma de sdélidos,
guando comparada a utilizacdo de nanoparticulas de ouro.

Por todas as razfes previamente citadas, este trabalho propde a utilizagao
de nanoparticulas de ouro (comerciais ou sintetizadas) como modificador quimico
para analise de mercario por absor¢cdo atdbmica. Estas andlises sempre foram

realizadas em comparacgéo as anélises empregando permanganato de potassio.
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5.4.2 Andlise direta em amostras de urina e sangue usando nanoparticulas de
ouro

ApoGs a otimizagdo do meétodo, foi realizada a aplicacdo do mesmo nas
amostras certificadas de urina e sangue apresentadas na Tabela 14. A curva de
calibracédo foi realizada adicionando massas crescentes de mercuario em solucéo e
500 ng de nanoparticulas de ouro (10 nm) comerciais de forma direta sobre a
plataforma de solidos. A mesma foi levada até o forno de grafite pelas pin¢cas do
amostrador solido, e o programa de temperatura apresentado pela Tabela 15 foi
aplicado e o sinal registrado.

Para andlise das amostras de urina e sangue, as mesmas eram
recompostas com um volume adequado de &gua deionizada e pipetadas
diretamente sob a plataforma de sélidos, juntamente com os 500 ng de
nanoparticulas de ouro (10 nm). Para as amostras que possuiam uma menor
quantidade de mercurio (préxima ao limite de quantificagcdo do método) (ClinCheck®
- Control Nivel | lote 432 ref 201205) foi pipetado um volume de 20 pL e o restante
das amostras, um volume de 10 L.

A Figura 19 apresenta dois espectros tridimensionais obtidos pela
atomizacdo de mercurio em amostras de urina (ClinCheck® - Control Nivel 1l lote 923
ref 8848) e sangue (Seronorm® Elements Whole Blood — Level Ill), ambos nas
condicBes apresentadas pela Tabela 15. Os sinais proporcionados pela analise

direta para estas amostras sdo bem definidos e semelhantes.
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Figura 19 — Espectros de absorcdo atémica resolvidos no tempo para mercurio nas
amostras de A) urina (ClinCheck® - Control Nivel Il lote 923 ref 8848) e
B) sangue (Seronorm® Elements Whole Blood — Level Ill). O programa
de temperatura utilizado esta descrito na Tabela 15.

o
o
=
N

e

Absorvancia

©

S

[=

2
-

S 0.006

Q

<

Como pode ser observado na Figura 19, a amostra de urina por possuir uma
menor complexidade de matriz, apresenta um menor ruido de linha base e na
amostra sangue, esse ruido € mais acentuado. Independentemente desse fato, em
ambas as amostras foi possivel quantificar de forma adequada os niveis de mercurio
indicados pela certificacdo das amostras. Dessa maneira, 0s resultados obtidos para
a determinacdo de mercario em amostras de urina e sangue, em diferentes

concentracfes, sdo apresentados na Tabela 16 e se mostram de acordo com 0S
fornecidos pela certificacéo.
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Tabela 17 — Resultados da determinacdo de mercurio em amostras certificadas de
urina e sangue utilizando analise direta por HR-CS GF AAS (n=5)
utilizando 500 ng de nanoparticulas de ouro e as condi¢cdes de
temperatura da Tabela 15. As incertezas expressas séo referentes aos
valores de desvio padrdo das replicatas.

_ Conteudo Conteudo
Tipo de N
Amostras certificado de encontrado
amostra . .
Hg (ug.L™) de Hg (ug.L™)
Seronorm® — Trace Elements Urine ref 201205 40,7 £ 2,3 40,8+ 2,9
ClinCheck® - Control Nivel Il lote 923 ref 8848 Ur 39,5 +15,8 38,3+4,37
rina
ClinCheck®- Control Nivel Il lote 432 ref 201205 17,3 +8,7 170+1,61
ClinCheck® - Control Nivel | lote 432 ref 201205 2,30+1,38 2,3+0,13
Seronorm® Elements Whole Blood — Level Il S 371+75 30,7+7,2
angue
Seronorm® Elements Whole Blood — Level Il g 16,0 + 3,2 16,6 + 3,0

Apos os resultados serem obtidos, aplicou-se o Teste t de Student para
verificar se os valores encontrados pela técnica de HR-CS GF AAS sdo similares
aos fornecidos pela certificagao.

O valor de tcaculado para as amostras de urina Seronorm® — Trace Elements
Urine ref 201205, ClinCheck® - Control Nivel Il lote 923 ref 8848, ClinCheck® -
Control Nivel Il lote 432 ref 201205 e ClinCheck® - Control Nivel | lote 432 ref
201205 sao respectivamente:0,047534, 0,60708, 0,40017 e 0,29632. O ttabelado para
um nivel de confianca de 95% e um grau de liberdade igual a 4 é de 2,776.

J& os valores de tcaculado para as amostras de sangue Seronorm® Elements
Whole Blood — Level Il e Seronorm® Elements Whole Blood — Level Il séo
respectivamente: 2,00124 e 0,02879. O tubelado para 0 mesmo intervalo de confianca
e grau de liberdade das amostras de urina também €& de 2,776. Como O tcalculado €
menor que 0 tuabelado para todas as amostras, os resultados encontrados pela técnica
de HR-CS GF AAS para a determinagdo de mercurio utilizando nanoparticulas de
ouro para andlise direta de urina e sangue foi considerado estatisticamente

semelhante aos valores certificados.
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5.4.3 Comparagdo dos modificadores quimicos nanoparticulas de ouro e
permanganato de potassio

Apoés a otimizacao e validacdo do método para a determinacdo de mercurio
utilizando nanoparticulas de ouro, buscou-se o método ja descrito na literatura
(SILVA et al., 2006) que utiliza permanganato de potassio como agente oxidante.
Essa escolha tem como justificativa a melhoria no limite de detec¢cdo do método
associado a nova possibilidade de determinacdo de amostras de sangue de forma
direta. A Tabela 17 apresenta os valores informados para as amostras de urina e
sangue referentes aos teores de mercurio certificados, juntamente com o0s

resultados obtidos utilizando nanoparticulas de ouro e permanganato de potassio.

Tabela 18 — Informacbes sobre a constituicdo e determinacdo de mercario em
amostras de urina e sangue certificados, através da andlise direta
usando HR-CS GF AAS utilizando nanoparticulas de ouro e
permanganato de potassio, com as condi¢des da Tabela 15. Incertezas
foram expressas como o desvio padréo das replicatas.

Conteudo
) » Resultados Resultados
Tipo de certificado )
Amostras nanoparticulas KMnO4

amostra de Hg
L deAu(uglh)  (uglL?)
(Mg.L™)
Seronorm® 40,7+ 2,3 40,8+ 2,9 432+19
ClinCheck® Nivel 11 923 Ur 39,5 +15,8 38,3 +4,37 42,6 + 6,45
rina
ClinCheck® Nivel Il 432 17,3 +8,7 17,0+ 1,61 <LOD
ClinCheck® Nivel | 432 2,30+ 1,38 2,3+0,13 <LOD
Seronorm® Level Il 37,1+75 30,7+7,2 <LOD
Sangue
Seronorm® Level I 16,0 + 3,2 16,6 + 3,0 <LOD

ApoOs os resultados serem obtidos, aplicou-se o Teste t de Student para
verificar se os valores encontrados pela técnica de HR-CS GF AAS utilizando
permanganato de potassio sdo estatisticamente similares aos fornecidos pela

certificagéo.
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O valor de tcaculado para as amostras de urina Seronorm® — Trace Elements
Urine ref 201205 e ClinCheck® - Control Nivel Il lote 923 sédo respectivamente:
2,1245 e 1,5534. O tubelado para um nivel de confianca de 95% e um grau de
liberdade igual a 4 é de 2,776. Para estas duas amostras, pode-se inferir que 0s
resultados obtidos através da determinacdo de mercurio utilizando permanganato de
potéssio pela técnica HR-CS GF AAS para a andlise de forma direta de urina séo
estatisticamente semelhantes aos certificados. Porém, estes resultados sé foram
possiveis em amostras de urina com concentracdo superior a 30 ug.L?, devido ao
limite de deteccéo ndo ser adequado, associado ao maior ruido da linha base.

Para as amostras de sangue, que estariam dentro da concentracao
quantificavel utilizando permanganato de potassio, a analise resultou na auséncia de
sinal analitico para as duas amostras certificadas. Esse comportamento pode ser
justificado pelo permanganato de potassio ser um excelente agente oxidante, que ao
entrar em contato com a matriz mais complexa de sangue acaba por oxidar a matriz,
resultando em uma linha base muito ruidosa, impossibilitando a visualizagéo do sinal
analitico.

Residuos na plataforma de sdélidos somente foram observados ao utilizar
volumes elevados de amostra (acima de 10 pL), sendo esta visualizagcdo mais
frequente com o uso de permanganato de potassio, assim como a maior corrosao da
plataforma de solidos.

Dessa forma, o método proposto neste trabalho para a determinacdo de
mercurio utilizando nanoparticulas de ouro pela técnica de HR-CS GF AAS para
andlise de urina e sangue de forma direta se mostrou com maior aplicabilidade ao

trabalho publicado utilizando permanganato de potassio.

5.4.4 Parametros de mérito

Os parametros de mérito avaliados para o0 método de determinacéo de
mercurio, utilizando nanoparticulas de ouro e permanganato de potassio na linha de
absorcdo atdbmica de 253,652 nm por HR-CS GF AAS foram: Faixa linear, curva de

calibracdo, massa caracteristica, sensibilidade, LOD e LOQ. Com excec¢éo do LOD e
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LOQ, os outros parametros ja foram elucidados no item 3.4.4 e estdo descritos na
Tabela 18.

Tabela 19 — Parametros de mérito para o método de determinacdo de mercurio por
HR-CS GF AAS utilizando nanoparticulas de ouro e permanganato de
potéssio. Os valores de absorvancia para a curva de calibracdo foram
realizados através da média de trés réplicas, onde cada uma levou em

consideracéo a absorvancia integrada (CP £ 1).

Nanoparticulas de ouro - Parametros

Faixa linear 0,190 — 400 ng
Curva analitica ys3,int = 0,1278XHg + 0,0063
R 0,998
Massa caracteristica 34 ug
LOD 0,057 ng /2,85 pg.L?
LOQ 0,190 ng/ 9,5 yg.L?
Permanganato de potassio - Parametros
Faixa linear 0,611 — 300 ng
Curva analitica ys3,int = 0,2388XHg - 0,0013
R 0,997
Massa caracteristica 18 ug
LOD 0,183 ng/ 18,3 yg.L?
LOQ 0,611 ng /61,1 ug.L?

Ao calcular os limites de detec¢do e quantificacdo para os dois métodos
utilizados neste trabalho, os dois resultados seriam bem proximos, sendo o LOQ de
0,185 e 0,145 ng utilizando nanoparticulas de ouro e permanganato de potassio,
respectivamente. Isso vai de encontro aos resultados experimentais, uma vez que
essa quantidade para o método de permanganato de potassio ndo é passivel de ser
guantificada. Isso pode ser explicado pela forma dos sinais, que apresentam valores

de absorvancia integrada semelhantes, uma vez que apresentam areas
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semelhantes. Porém suas formas séo distintas, pois o sinal analitico de mercurio
obtido utilizando nanoparticulas de ouro é mais estreito e mais alto e o sinal
utilizando permanganato de potassio € mais largo e baixo. Dessa maneira, fica claro
gque a maneira de calcular o limite de deteccdo e quantificacdo para dos dois
meétodos ndo esta adequada.

A formula utilizada € a mesma descrita pela Equagdo 2 e 3, porém a
sensibilidade ndo € mais a inclinacdo da reta que foi confeccionada a partir de
valores relacionados a area do pico, e sim, utilizando a altura do sinal (RIBANI et al.,
2004). Dessa forma, podemos calcular de forma mais adequada o valor de limite de

deteccao e quantificacdo. Os mesmos estédo descritos na Tabela 18.

5.5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um método analitico para a determinacgéo de
mercurio de forma direta em amostras de sangue e urina certificadas utilizando HR-
CS GF AAS.

ApoOs os estudos de otimizacdo de temperatura de pirélise e atomizacdo de
diferentes modificadores, fica claro a melhora do formato e intensidade do sinal
analitico do mercurio ao utilizar nanoparticulas de ouro. Ainda, foi possivel a
realizacdo da sintese das nanoparticulas de ouro com 0 mesmo comportamento
térmico e analitico das sintetizadas, possibilitando uma alternativa a compra das
mesmas.

Apls a realizacdo desses procedimentos, a verificagdo da exatiddo do
método foi realizada através da determinacdo de mercurio em amostras de sangue e
urina certificadas de forma direta. Os resultados obtidos pelo método proposto neste
trabalho nestas amostras foram analisados pelo Teste t de Student que mostra que
0S mesmos sao estatisticamente semelhantes aos informados pela certificacao.

Posteriormente, as amostras foram analisadas pelo método j& publicado pela
literatura para a determinacdo de mercurio, que utiliza permanganato de potassio.
Ao comparar os resultados obtidos, 0 método desenvolvido neste trabalho apresenta

melhorias, uma vez que possui um limite de deteccdo e quantificacdo mais
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adequado, possibilitando a determinagdo de mercirio em amostras que possuem
um menor teor de mercurio. Além disso, para as amostras de sangue certificadas
gue possuem um teor de mercurio passivel de ser analisado pelo método que utiliza
permanganato de potassio, ndo foi possivel de ser realizado, pois por ser um
excelente agente oxidante, acaba oxidando a matéria organica, e a mesma se
sobrepde ao sinal analitico.

Dessa maneira, 0 método proposto neste trabalho apresenta um elevado
potencial de ser aplicado na determinacdo de mercurio em amostras de urina e
sangue de forma direta, de forma simples e completamente adaptavel a rotina de um

laboratorio de andlises quimicas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A necessidade de quantificacdo de elementos volateis e de importancia
toxicolégica como o cloro, iodo e mercurio formaram a base da investigacdo deste
trabalho, resultando no desenvolvimento de trés métodos analiticos utilizando HR-
CS GF MAS ou HR-CS GF AAS por amostragem direta.

A determinagdo de cloro por HR-CS GF MAS inseriu de forma satisfatoria
uma nova molécula (CaCl) na literatura cientifica, juntamente com a aplicacdo do
meétodo desenvolvido em diversas amostras, com concentracdes distintas de cloro.
Além disso, proporciona uma melhoria no quesito determinacdo de cloro em
amostras com alto teor de célcio, uma vez que o mesmo é extremamente comum em
inUmeras amostras e é o formador da molécula alvo.

A determinacao direta de iodo em amostras sélidas de medicamentos por HR-
CS GF MAS foi realizada pela primeira vez, através da molécula de Srl. Apesar de
apresentar alguns desafios em relacdo aos mecanismos existentes ao adicionar
acido citrico e tioureia, o método apresentado mostra uma evolugéo cientifica na
determinacao de iodo em amostras sélidas.

A determinacdo de mercurio via HR-CS GF AAS utilizando nanoparticulas de
ouro como estabilizador do elemento volatil, proporcionou uma melhoria no limite de
deteccdo quando comparado ao método ja existente que utiliza permanganato de
potassio, além de descrever a sintese das nanoparticulas de forma facil e rapida. O
método desenvolvido neste trabalho permitiu de forma adequada a analise de
mercurio em amostras de urina e sangue certificadas de forma direta.

Assim, o desenvolvimento desses trés métodos analiticos possibilitou de
forma inovadora, através da determinagdo molecular e atdbmica, a determinacdo de
cloro, iodo e mercurio em amostras solidas e liquidas de forma direta por HR-CS GF
MAS ou HR-CS GF AAS. Até o presente momento, somente o artigo cientifico
referente a determinacéo de cloro via CacCl foi publicado (GUARDA et al., 2016) e os
dois restantes estdo em fase de escrita e submissdo a revistas cientificas de alto

fator de impacto. O mesmo se encontra no anexo | desta tese.
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atamic shsorption specirometry (GFAAS) is an attractive and versatile
alternative providing high sensitivity at a reasomable cost [5-7).
Hawever, chlorine has been traditionally inaccessible for this techniquee
since the analytical Lines for this element lie in the vacuum ultraviclet,
nat available for conventional AAS specirometers.

This situation changed substantially after the commereial introduc-
tion of high-resolution continuum source abomic shsorplion spectro-
metry (HR-CE AAS) in the last decade [E]. Among other advantages,
the introduction of this technique opened the possibility for the
determination of non-metals (inchading chlarine) via the formation of
diatamic molerules in the graphite famace and subsequent measure-
ment of their molecular absorption at amy wavelength lying in the
spectral mnge provided by the contimmm source used in these
instruments (189-%00nm for a Xe short=are lamp) [9-11]. Such
strategy bad been already tested in the past for chlaorine determination,
and the monitoring of the malecular absorption corresponding to
different monochlorides (namely AICI, GaCl ar InCl) wsing eoeven-
tional AA spectrometers [12-16] was explored. However, the low
resalution of the spectrometers available at the time resulted in many
problems for these determinations.

With the introduction of high-resolution comtinuum source instru-
ments these problems were overcome and the determination of nan-
metals via malecular ahsorption spectrometry (MAS) was made
passible for routine analytical lahoratories. Since that moment, a few
papers have been published exploring this possibility for chlorine
determination, mostly in graphite furnaces, and based on the formation
and measurement of AK [17-19], InC1 [19] ar &C1 [19-21]. The
latter maolecule was intmduced only very recently by Pereira et al. [20]
and its use has allowed the development of the caly two direct solid
sample analysis approaches availahle to date based an HR=CS GFMAS,
aiming at C determination in biological samples [20] or coal [21],

The preferential use of these malecules for Cl determination via
HE-C5 MAS is based on different reasons. Compared to atomic
absorption spectrometry (AAS), MAS has the disadvantage of being
muore prane to both spectral and, particularly, non-spectral interfer-
ences. HR=-(CS MAS does not simply require the atomization of the
analyte, but it necessitates the formation of analyte molecules with
other species that need to be stable at the high temperatures of the
graphite furnace, even in the potential presence of concomitants. Thess
cancomitants, if highly concentrated in the samples (which mn be
particularly problematic in the ease of direct solid sample analysis),
might eompete for the analyte. As a result, molerules with devated
bond dissociation energy are usually selected for HR-CS MAS in order
to faver their formation and stability in the graphite furnace.

With a bond dissociation energy of 511 kI mal™' [2], A is one of
the strangest monochlarides and, therefore, it is not surprising that the
furst papers published for Cl determination by HR-CS GFMAS were
hased an the farmation of the AICI molecube [17,15]. 8001, on the ather
hand, presents a lower hond dissociation energy (406 + 13 kl mal=')
[2] but ofiers high sensitivity for Cl determinatian by HR-C8 GFMAS as
well. Moreover, this malecule shows the advantage that its main band
is eomsiderahly narrawer than that of AICL and it lies in a spectral range
where the risk for spertral overlap is also considerably lower
(26142 nm for AIC] vs. 635.862 nm for SrCl). This is why the most
recent papers have been puhblished based on the formation of this
molecule [19-21], permitting to avoid, e.g., Co spectml averlap with
the band of the AICT moleale at 261 42 nm.

Unfartunately, and even after carefully selecting the target malecule
according to the parameters described, complete shsemce of nan-
spectral interferences mnoot be assured for HR-CS GFAAS if cone
caomitants being able to form ather strong chemiral species with the
analyte are present at high concentrations in the samples. Self-
evidently, this fact limits applicability of the technique in some
particular sitmations. In this sense, for instance, in a recent paper by
our research group [22], Ca was found to signifecantly interfere in the
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determinatian af C1 in hard water samples by means of HR-CS GFMAS
after formaticn of the AIC] molecule. In fact, although CaCl has a lower
bond dissociation energy (4092 87kl mal™) [2] than AL, the
massive presence of Ca ions in hard water samples probably results
in a significant population of Ca atoms in the gas phase competing for
the chlorine atoms, thus reducing vield for the AIC] molecule. As a
consequence, analytical results were significantly afected for samples
presenting Ca/C] ratios well above unity, when simple mlibration with
aqueous standards was attempted. For overcoming this problem, the
use of isolope dilution for calibration proved successful, taking
advantage af the fact that A1°C] and AV°C] absoch at slightly different
wavelengths and, hence, chlorine isotope ratios can be accurately
measured [22].

The problem of Ca interference cannot be considered as trivial, as
this dement is present at high concentrations in a wide variety of
samples commanly anahzed for (1 (eg. foodstull Eke dairy products,
vegetal samples, ete.), while the strategy based on the use of sotope
dilution far salving the problem is not as straightfoneard and might not
b suitahle fior use in routine labs. The alternative use of 5001, on the
other hand, is not probahly solving the problem either (as will be
shonwn in this wark for different samples naturally showing slevated Ca
contents), 3 this malerule has a weaker bond dissociation energy than
AIC] and is bound to be afferted by this interference in a similar way.
Given the circumstances, it i worthwhile to explore new distomic
molecules far the determination of chlorine in this kind of samples. In
fact, imeestigating CaCl, and therefore taking advantage of the dement
at the ongin af the interference as counter jon, seems to be an

In this context, this work explores for the first time the use of the
Ca(l molecule to determine C1 at trace levels by means of solid sample
analysis with HRE-C2 GF MAS. As previously mentioned, this molecale
has a relatively high band dissociation energy (similar to that of SrCT),
and also presents several line-like transitions with different sensitive
ities located in the near UV and visible regions of the spectrum (around
77 nm and 6§ 18-620 nm}, where the patential risk for speciml averdap
is also minimized. Besides temperature program optimiztion, selec-
ticn af adeguate chemical moditiers and evaluation of Sgures of merit,
analysis of reference materials of various nature, some of them
containing bigh amounts of Ca in their composition, will be conducted
for method validation. For eomparison purposes, analysis of some of
these samples by means of HR-CS GFAAS after formation of the Sr(]
molecule will be also carried out.

2, Experimental
2.1. Instrumentulion

All molerular ahsorption measurements were conducted with a
high-=resalution continmm soarce ahsarption atomic spectrometer, the
Cantrid 700, commercially availshle from Analvtik Jena AG (Jena,
Germany). The aptical system comprises a xenan short-are lamp (GLE,
Rerlin, Germany) aperating in “hat=spat”™ mode as the radiation soarce.
It alsn indudes a double manochromator with a prism premonochro-
mator, a high-resalution echelle grating monochromator and a charge-
coupled device (CCDY) army detector with 588 pixels, 200 of which are
used for analytic purposes, while the rest are ussd for internal
functions of the instrument. More details on this instrumental config-
uration can be found elsewhiere [£]. This instrument is equipped with a
the instrument is also equipped with an automated acressory (S84
600) enabling the introduction of solid samples, which includes a
micrabalance (Sartorins M2P, Gottingen, Germany) with a precisian of
0.8l mg. Pyrolytic graphite tubes and platforms designed for the
direct analysis of solid samples were used throughout the stady.
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22, Reagents, standurds and certified reference materiols

High=parity water (Trace Select Ultra, Cl level lower than 1 g kg™,
Fluka, Buchs, Switkerland) was used for the preparation of all
salutions, while the rest of chemicals employed were of analytical
grade or better. O] standards were prepared by proper dilution of a
1000 mg L™ chloride stock solution (KaCl in water, Darmstadt, Merck,
Germany). A 40 g L™' Ca sclution was prepared by dissclving appro-
priate amounts af Ca(NOy)p4H20 (Merck, Germany) in high purity
water and was used as the molesule-forming solution to generate CaCl.
For the comparative measurements based on formation of the SrC1
milecule, the molecule-forming solution was prepared by dissolving
appropriate amounts of Sr{NO.). (Merck]) in high purity water up to a
concentration of 10 g L' %r. In hoth cases, Pd (as nitrate) was used as
chemical modifer. Modifer solutions were prepared from a siock
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standand Pd solution of 10 g L™ (PFA(NI0,), in 15% HN0y, Merck) that
was praperdy diluted o a concentration of 2 g L™\, In the case af the
SrCl molecule, moreover, Zr was also used as permanent chemical
modifier and a | g L' Zr solution {Merck) was used for pretreating the
sampling, platforms as deseribed in Section 2.7, Additionally, two Pd
and Pt nanoparticles dispersions were tested as chemical modifiers. A
1.8z L™ 20 nm Pd nanaparticle dispersion was prepared following the
method described in 2 previous wark [29], while a 107 g L™ 5 nm Pt
mnanoparticle dispersion (Citrate BioPure Flatinum) was purchased
from Nanoeompasic (San Disgo, UFSA).

Finally, eight certified reference materials (CEM) of very difierent
nature, with certified 1 levels eovering a wide mnge of concentrations
at the minor and trace levels and, in some mses, showing a naturmlly
oecurring ekevated Ca concentration were anabyzed in this work: SEM
2692r Bituminous Coal, SEM 1575 Pine Needles, SEM 1568 Rice
Flour amd SEM 1549 Nan-fat milk powder, all four availzhle from NIST
[Mational Institute of Standards and Technology, Gaithershurg, MD,
UsA);, CEM BCR 460 Coal and ERM EC681 Polyethylene (European
Commission, Joint Research Centre, Institute for Beference Materals
and Measurements, Bnassels, Belgium), CRM NCS Z2C 81002b Human
Hair [China National Analysis Centre for Iron and Steel, Beijing,
Chinal, and CRM 686=1 Fe,0,, (Evropean Committes for Iron and
Sterl Standardization, Diisseldorf, Germany). Some details for each
material tested are gathered in Table 1.

24, Procedure for analysiz of the certified reference materials

Mlost CRMs were directly analyzed as solids by means of HE-CS £8-
GFMAS. Only SEM 1549 Non-fat milk powder was analyzed as an
agueous saspension dwe to its high O content. For preparing the
suspensian, (L5 g of the solid sample were weighed in a polypropylene
tube and valume was made up to 20 mL with altrapure water. Before

the Ca(l amdd Sr(l mnlorubes using HE-CS CPMAS.

Sl
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analysis and to adjust C1 concentration to the Enear moge of the
calibration curve, further dilution of this suspension with ultrapune
water (1:50) was carmied out. Instramental parameters used for
analysis af the samples are deseribed in Table 2.

The accessory (S84 600) nsed allows for automatic weighing and
transpart of the samples to the farmace by means of a pair of teeezers.
For the CRMs analyzed 2= solids, after first taring the empty sample
platform, an adequate mass of the solid sample was deposited in the
graphite platform to be weighed. Afterwards, 10yl of the molecule
forming and the chemical modifier solutions (prepared as described in
Section 1.2) were directly pipetted over the samples. Finally, the loaded
platforms were transported to the graphite furmace and were subjected
to the corresponding temperature program in Table 2, which was
carefully optimized for the Ca(l molecule as deseribed in Section 5.2
For SEM 154% noo-fat milk powder, 10 plL of the suspension (bomo-
genized in an ultrasonic bath for | min before analysis), phas 10 pL af
the modifer and 10 L of the molecule forming agent were placed an
the empty platffiorm and were also subjected to the corresponding
temperature program in Table 2

In the case of the analsis based on the formation of the SrCl
mulerule, the method deseribed in the work by Pereira et al. [20] was
used with little modifications. In particular, graphite platforms were
treated with Zr as permanent dhemical modifer befare the procedure
describerd ahove was executed. Far this purpose, 40 ploof a 1g L™ &r
salution were loaded onto the platform and subsequent thermal
trestment in the graphite furnace was carried out. This protocal was

repeated 10 times.

In all cases, quantitation was performed by calibration with
aguens standards. To this end, calibration curves prepared with ane
blank and five Cl standards covering the interval 100-800 ng (CaCl line
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at 377.501 nm) and 20=100 ng {CaCl line at 620,862 nm and Scll line
ak 635860 nm) were ussd.

Far every determination, ive replicates of each CEM were analyzed

and the median of the five resulis was taken as representative walue
[24]. In all emses, imtegrated absorbance (Ay.) was selected as
measurement mode and the sum of the signals ohtained for 3 pixels
(the central pixel of each line plus the two adjacent ones, CP = 1) was
considered as the analytical result for each line studied.

3. Eesulis and discussion
A.1. Ca? molerulor ahsorption spectra

As described in the classical hterature [25], the Call moleculs

presents a series of absorption bands in the visthle and ultrmavialet
regions of the electromagnetic spectram. Typical absorption profiles

acquired with HR-ESGFMﬁShIh:&mmirumhnﬁ
described fior this molecule are depicted in Fig. 1. These spectra were
ohtained after vaporization of a € solution (100 ng C1) under the
conditions listed in Tzble 2, but centring the spectral window at
wivelengths permitting to obdain the broadest overview of the male-
cular transitions in each case. As seen in Fig. 1, all systems present a
structure of fine rotaticnal lines, all of them corresponding to the Ave()
wibrational band of the corresponding electronic transitions: X E-C*[1
fior the band in the ultravialet region (A, b, ,,=377.501 om), XZB°2
fior the hand in the orange regian (B, 4, = 595390 nm) and X*5-A%11
for the two bands in the red region [C, A, =618.464 om and D,
Are=$i21.146 nml. This well resolved fine structure simplifes the
procedure for setting the haseline as compared to other molerules
giving rise to very broad bands [26], as is the case of AN [Z2]. On the
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other hand, the existence of these different systems showing difierent
sensitivities can be particularly ussful in the case of direct solid sample
analysis, as it apens the passibility to analyze samples with different C1
cantents. These aspects will be studied in detai in Section 3.3

3.2, Ophimization of the working conditions for 7 determiration
after formatien of the CalT moleeule in HE-CS GFMAS: chemizal
mudifiers and femperature progrom

In order to select the best working conditions for the formation of
the Call malecule and for the measurement of its molecular absorption
with HE-CS GFMAS, all optimization experiments were carmied out
with agueowus solutions of (1 and maonitoring the Call absorption at
6200860 nm, one of the most sensitive lines for this moleoule, unlss
ntherwise stabed.

The first parameter to be optimized was the mass of Ca added to the
graphite furnace. Ca, as the molecule-forming agent, needs to be in
great excess in the fumace in arder io ensure complete reaction with
the analyte, thus assuring that variations in the analvtical signal soldy
respond to variations in the amount of analyte {and not in the amount
of Ca) present in the sample. For this optimization, 40mng (1 were
vaporized with increasing mass of Ca added to the fumace, in the
presence af PA{NOy); as chemdral modifier and applying the tempera-
ture program shown im Table 2 As shown in Fig. 2A where the
evolution of the analytical response towards higher Ca mass is
depicted, a fairly constant response i obtained for Ca mass higher
than 400 pg. Before selecting this mass of Ca for further experiments,
and taking into acoount that development of a method for direct solid
sample analysis was intended, the optimization was also carried out
minnitoring the line at 377501 nm (of moch lower sensitivity, see
Sectipn 3.3), and vaporizing 400 ng CL to verify that the same behavior
was observed for significantly higher 1 amounts. Similar results were
alsn ohtained in this case, and 400 pg Ca was fmally selerted as the
optimum value for all further experiments.

At a second stage, selection of a chemical modifier was imestigated.
In fact, and as reported in all works considering O] determination by
mieans of HR=CS GFMAS, addition of a proper chemical modifier seems
mandatory for increasing the stability of the differemt chlorine mole-
cules tested during the pyralisis and vaporization stages. For this
purpnse, the use of both permanent modifiers, such as Zr [20], and
nan=permanent modiliers, such as Sr [17] ar a mivtare of Ag and Sr
[ 18], were proposed in the literatare.

Genenally speaking, and with the exception of analytes prone to
strangly interact with graphite, similar effects can be often ohtained for
MAS with permanent and non-permanent modifiers and a great deal af
examples of bath types of strategies can be found in the terature [11].
In spite of this fart, some authars prefer the wse of permanent
mindifiers a5 a means to simplify the anabtical procedure. In this
particular ease, and considering that the molecule forming agent
salution has to be added to the sample before analysis anyway, the
addition of a second solution with the modifier was not considered a
serins complication to the experimental protocol, and oaly the use af
nan=permanent modifiers was considered. Taking also into aceount our
pasitive experience with platinum group metals modifiers for MAS,
addition of P, either as nitrate or as nanoparticles, and addition af Pt
as nanaparticles was investigated in further experiments.

While additicn of all three modifers provided similar well-defined
peaks and similar thermal stabilization for the CaCl maolecule (see
belaw for details), Pd nitrate was finally selected as the hest option. The
Pt namoparticles provided slightly lower semsitivity for the Ca(l
miolerule than Pd modifiers, and yielded elevated blank vahues probahly
due to some Cl contamination in the reagents used to synthetize these
nanoparticles [21].

The mass of Pd{NOy); added was subsequently optimized (ses
Fig. 2H). This figare shows the imtegrated absorhance recorded for
40 ng C1 with increasing mass of Pd (as nitrate), in the presence af
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oo Ehw smmant of Pl adkdind. This carve was obtaimed in e sme conditom describad in
B T T S R —— T
In buth coves, unceriasstios sre expresand s e stasdand diviston of tiees neplicabs,

400 pg Ca and applying the temperature program shawn in Tahle 2. As
seen from this figure, best results were obtained when masses of Pd
higher than 20 pg were added to the platform. The stmdy was also
repeated using significantly higher mass of C1 (400 ng C1 messured at
¥77.501 nm). Similar results were obtained in this case, and 20 pg Pd
were finally selected for further experiments.

Fig. 1 shows the pymolysis and vaporimtion curves obtained for
dmg Cl+d00pg Ca, both with and without the addition of Pd as
chemical modifier. As seen from this figure, the benefits of Pd as
chemical modifier are twofold. First, it signilicantly improves sensitive
ity for the CaCl molecular absorption at all temperatures tested.
Second, it ensures stability until 900 *C for the pyrolisis stage. As for
the vaparization, maximum absorption signals are obtained for 2000-
2000 °C and 1800 °C, respectively, both in the presence and in the
ahsence of Pd.

Considering that no significant differences were observed for the
temparal profile of the signals at amy of the different temperatures
providing the maximum integrated absorbance results, a vaporization
temperature of 2200°C was fnally chosen for further work. The
pvrolisis temperature was foeed at 700 °C, which permitted decom-
positinn of the matrices of all samples studied. Only in the mse of the
twn carbon samples and the iron oxdide sample some residues were left
an the platform after analysis. Removal of these residues with a hrash
after every determination was sufficient for obtaining good results also
fior these samples.

The use of this mild temperature program has a positive efect on
the lifetime of all graphite parts, which is wmlly compromised for
malepalar absorption methods needing a high concentration far the
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muolerule forming agent. In particular, each graphite tube and platform
coukd be used for about 2(0=250 heating cyeles.

.1, Selecti

of limes and enalyieal properties of the method

When aiming at the direct analysis of solid samples, the availability
of different absorption lines for a given analvte is always desirable 1o
enahle direct analysis of solid samples with different analyte contents
[27,24]. In this sense, the monitoring of the rotational structure of a
milerular shsorption band usually offers interesting characteristics as,
wery often, several analytically us=ful lines with different sensitivities li=
in the narrw spectral window that cam be recomded by HR-CS
instruments. This ocpens the possibility to improve the LOD by
combining several peaks of similar sensitivity, or enlarging the Enear
working range by selecting a less sensitive ne, with the advantage that
all this can be done o posteriori, without the need for repeating the
mieasarement.

Bath strategies were explored in this case for the four CaCl systems
monitored. As shown in Fig. |, three of the four bands manitored for
the Call malerule show a sequence of absorption lines with difierent
sensitivities, while the other hand only shows one line potentially
usefal of mudh lower sensitivity. In this fgure, each band has been
identilied with a better (A, B, C, D} and all ines potentially useful have
been wdentified with a pumber. For all of these lines {or their
combimations), characteristic mass, linear range and LOD were studied
and results are sammarized in Table 3.

As seem from this table the most sensitive system (D,
Kipan=ti2 1146 mm) provides the best LODs, of ahoat 2-3 ng, for the
most sensitive lines. These LODs can be further improved by combin-
ing the signal for several of the most sensitive peaks. For instance, it is
passible 1o imprave the LOD by a factar of 3 when combining the signal
of the three most sensitive peaks for this system (peaks 7, 8 and 9 in
Fig. 130,75 ng Cl), in comparizan to the LOD obtined when monitor-
ing the most sensitive Ca(l line only (621146 nm, 27 ng Cl). This
value is similar to those reported by Fechetia et al. (1.2 ng CT) [ 18] or
Pereira et al. (1.0 ng [20] and 085 ng C1 [21]) using the AK] and 5rC1

Cantrary to what could be expected, selection of less sensitive lines
did not result in an extension of the linear range and all peaks for a
given band provided exactly the same upper limit: 200 ng (1 for band B
(40=53933900m) and 300ng O for bands C and DO

550
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Table 3
ﬁm-ﬁn—[—.ﬂ.T—q-ﬂHﬁkd’dﬂ:ﬁnhhmmﬂh
menitirnl under the conditioss listed in Table 2 LODs wew calculsind o See G
the standand deviatios of the blank (zei 0] &vadad by the slope of fe clibagon care,
vibbmn] as deseribed in Section 15 Charsderstic musses were caleulabid as (0044
divided by the slope of the cabsration curve, Rasge of wavelmgth (A B, C, [ and prak
numbers hebweon hrackets nfer by those used = Fig. 1

Barge of Wavelemgth=m mfag  Linear ramge LOHD g

- fpeak) s

A ETR50 (1) 59 wap o S0l 2

] BAa (1) 0TS ap o 200 4%
Ea5i3 ) L2 wap o 200 EF-3
Ak (3) 034  mpio 2D 55
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EAA s (5) LT nap o 260 TE

C BITUT (L) 159 wap o HEH 2
BLRMD (2) 144 nap o HE T
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BLRITY () 0T apio 3D 58
BIRAEL (T) 059 mpio M0 4T
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BT (5] QAN ap o 3D 16
EMLEE [T) DETT  mpio HO aw
BXLBEL (8] 054 mpioHH 12
Bl L 1) AN ap o M0 T
ML) 0072 mp o HH TS

By 18,464 nm and 621146 nm, respectively)l. The band in the
ultravialet region (A, 3, =377.501 nm), is the only one that permitted
expansion of the linear range to 860 ng. This ss=ms to indicate that the
reasom for the loss of linearity is chemical (loss of eificiency for the
formatian of the Ca(1 malecule far high (1 concentrations) mare than
spectroscnpic.

A, Direct aralysis of solid samples

Ta validate the method developed, direct solid sample analysis of
seven of the certified reference materials listed in Table | was carried
out. Only SEM 1549 Nan=fat milk povder was analyzed as an aqueous
suspensian due to its high {1 content. Selection of the lines used for
analysis was made acenrding to the expected Cl mntent for each
sample. Therefore, the most sensitive band (D, A..=621.146 nm) was
used for analysis af four of the samples, including those with lower Cl
eontents. For ennvenience and considering that most lines for this band
provided similar LODs, the line at 620,862 nm (peak 6 in Fig. 1],
located in the centre of the spectrum, was used for the determinations.
For the rest of the samples the less sensitive line at 377.501 nm was
used. On the other hand, sample masses were adapted for each sample
[mee Table 2) im order to obtain signal imtensities within the linear mnge
of each absooption line. In any case, different sample masses within the
typical HR-CS GFMAS range for direct analysis (0.1-10 mg) could be
used for other samples with different Cl cantents,

As an example, Fig. 4 shows a three-dimensional spectram af the
Ca(1 hand ahsorption in the vicinity of 6200862 nm for the vaporization
of L513 mg of the polyethylens sample (ERM EC 681). The signal for
the solid sample is unimodal and well=defmed, which was always the
case for all samples . Signals for the aguepuss standards were very
similar to that shown in Fig. 4, at only for 1 contents below 150 ng.
MAhove this quantity, peaks started to show some tailing and even
double peaks appeared. In any case, and despite these dissimilar signal
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profiles, integrated peak areas for the solid samples and the agueous
standards were alwms comparable so that quantitation remained
passible.

The results obtained for (1 determination in the eight CRM are
shown in Table 4. All results are in good agreement with certified
values. On the other hand, precision can be considered as adequate for
salid sample analysiz, with values betwesn 5% and 9% RED for all
CRM.

Analysis bassd on the measurement of the molecular absorption for
the Sr] malecule using the method proposed by Pereira et al. [20] was
alzo carried out, a5 a means of testing if the presence of Ca in the
samples could pose potential problems for analysis after formation of
the Sr(1 malecule. Three of the sight samples considered in this work
were analyeed with this method, representing difierent analytical
situations: one sample with a Caf01 ratio slightly lower than wnity
[SEM 1568b Rice flour), one sample with a CafiC] mtio close to unity
(SEM 1549 Non-fat milk powder], and one sample with a Ca/Cl mtio
well abave unity (SEM 1575 Pine needles). Results for these analyses

Talanta 163 (N07) 154-361

are also shown in Table 4.

As seen from this table, the Ca/C] ratio present in the CRM seems to
exert a clear influence on the results obtained for C1 determination
using the method based on the formation of the 5601 molecule. Resulis
for the sample with lower CafCl ratio (SEM 1568h; CafiCl ratinsi).4)
are similar for the bwo methods, either based in the Call malecule or in
the SrC] molecule. In both cases o good agreement with the certifed
value is obtained based on a Student's itest at a confidence level of
95%, and similar precision values are also obtained based on an F-test
at the same confidence level (F = LTE; F b 388).

The situntion changes when the Cafi(] ratio increases. For SREM
154% (Ca /(1 ratio=1.2) and SEM 1575 (Ca/Cl ratios14), the method
based om formation of the SrCl moleale provides values biased low, to
the point that the result for the first sample is not in agreement with the
certified value at the %% confidence level. The result abtained for the
secomid sample is stll in agreement with the certilied vale at this
confidence level, but precision for this method is significantly worse
than precision ohtained with the CaCl malecule based on an Fetest at a
confidence level of 95% (F,,=7.91; F,,=6.388). These results s==m to
suppart the idea indicated by our research group in a recent paper [12]
that prohlems can be expected for determination of C1by means of HR=
C8 GFMAS with maolecules such as AICL {or S0(T), if elevated Ca
contents are present in the samples to be analyzed and simple
calibration with agqueous standards is intended to be used. The method
proposed in this paper, hased on the formation of the Call molecule
does not show this limitation, providing good results for a wide variety
of samples, while still oifering a lmit of detection below the ng level.
This means that this method mn compete in terms of LOD with mare
complex ones, such as those based on solid sample analysis electro=
thermal vaporizationsinductively coupled plasma mass spectrometry
[29].

It is interesting to notiee that, despite not being considered as the
molecule forming agent in the first articles in which HR=-C8 GFMAS
was used [17], Ca has already heen shown to be the preferred element
for Br determination [11,30], a very good alternative for F determina-
tion [41 ] andl, as shown in this work, a good chodee for C1 determination
via HE-CS GF MAS as well,

4. Conclusion

This wark adds a new malecule (CaCl) to the existing repertoire of
molecules used for O determination by HE-CS GFMAS, in onder to
extend the applicability of this technigue to a wider range of analytical
situations. Moreover, and i contrast to methods hased in the forma-
tion of other molecules, the method developed permitted to obtain
good results for samples naturally containing elevated Ca levels. This
aspect is not trivial as Ca is an element commaonly present at high
concentrations in many samples where (1 determination needs to be
performed, and having a robust methodology that can be deployed in
such situaticns is chearly heneficial
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