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RESUMO

ANALISE ELEMENTAR DE CARNES: DESENVOLVIMENTO DE
METODOS ANALITICOS E ESTRATEGIAS PARA O USO DE
TECNICAS COM FONTE DE PLASMA. A carne ¢ amplamente consumida
em todo mundo. Adicionalmente, esse alimento possui uma grande
influéncia na economia brasileira. Em termos nutricionais, a carne ¢
considerada como fonte de elementos essenciais, como cobre, ferro, fosforo,
manganés e molibdénio, e, que desempenham importantes funcdes no
organismo humano. Nesse contexto, o objetivo dessa tese ¢ o
desenvolvimento de métodos analiticos e investigagdo de estratégias para a
determinacdo de elementos essenciais e toxicos em carne por espectrometria
de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) e
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente e configuragao
tandem (ICP-MS/MS). O uso do MIP OES foi investigado para a
determinagcdo do fosforo a partir dos fosfolipidios em carne. Devido a
introdugdo de solvente organico no plasma, foram adotadas algumas
estratégias como o uso do médulo de controle de gés externo (EGCM) ¢ a
corre¢do do sinal do P por padronizacao interna (Te) e espécie molecular
(OH). Para estimar a exatidao do método, os resultados foram comparados a
valores obtidos por cromatografia i0nica, e as recuperacdes foram 95% para
a padronizacdo interna ¢ 94% para a espécie molecular. Os resultados
demostraram que o uso dessas correcoes de sinais foram efetivas e
representaram melhoria na exatiddo. A microextragdao liquido-liquido
dispersiva (DLLME) foi empregada para aumentar a sensibilidade de
procedimento para a determinag¢dao de molibdénio em carne por MIP OES.
As escolhas dos solventes dispersor e extrator foram baseadas nos
planejamentos de misturas. Adicionalmente, os parametros da DLLME
foram otimizados empregando um planejamento Box-Behnken. O material
de referéncia certificado de figado bovino (NIST, 1577¢) foi analisado para
avaliar a exatiddo, sendo obtida recuperagdo de 92%. O fator de pré-
concentragio e o limite de detec¢do foram 4,5 ¢ 0,20 ug g'!, respectivamente.
Em outro estudo, foi realizada uma avaliagdo critica dos nebulizadores para
o plasma de nitrogénio. Neste topico os efeitos de quatro nebulizadores
(Concéntrico, MiraMist e OneNeb series 1 e 2) foram investigados quanto
aos parametros fundamentais do plasma, como temperatura e densidade
eletronica. Adicionalmente foi avaliada a reprodutibilidade em diferentes
matrizes. A exatidao foi investigada pela analise de quatro CRMs e pela
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adicdo e recuperacao em amostra de cachaca, devido a seu teor alcoolico. Os
resultados demostraram que os parametros fundamentais do plasma foram
significativamente afetados pelos nebulizadores. Ademais, o nebulizador
OneNeb serie 2 apresentou um melhor desempenho em relacdo a
sensibilidade, eficiéncia de transporte e precisao. Em outro estudo, a
determinacdo de nove elementos essenciais e toxicos (As, Cd, Co, Cr, Mn,
Mo, Pb, Sr e V) em amostras de carne foi realizada por ICP-MS/MS.
Inicialmente, foi avaliado o uso dos gases (O, H, e He) no sistema octopolar
de reacao (ORS) para a minimizagao de possiveis interferéncias espectrais.
A escolha da melhor condicao operacional foi baseada na exatidao obtida
durante a andlise do material de referéncia de figado bovino (NIST, 1577b).
Para o Cd, Co, Mo, Pb € V ndo foi necessario o uso de gases. Por outro lado,
para Cr e As, o uso do He foi mais adequado, enquanto o emprego do H;
apresentou melhor recuperacao para o Sr. Os limites de detec¢do para esse
método variaram entre 0,08 ug kg! (Cd) e 16 ug kg! (Mo). Posteriormente,
amostras de carne bovina foram digeridas e analisadas em [CP-MS/MS sob
condi¢des otimas. Por meio de um grafico de correlagdo observou-se
correlagao positiva entre o Cd e Pb e Sr e Pb.
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ABSTRACT

ELEMENTAL ANALYSIS OF MEAT: ANALYTICAL METHODS
DEVELOPMENT AND STRATEGIES FOR THE USE OF PLASMA-
BASED TECHNIQUES. Meat is widely consumed around the world.
Besides, this food has a significant influence on the Brazilian economy.
Regarding the nutritional terms, it is considered as a source of essential
elements (e.g., molybdenum, copper, and manganese) that are important to
the human organism. In this context, this thesis's goal is the development of
analytical methods and the investigation of strategies for the determination
of essential and toxic elements in meat by microwave-induced plasma optical
emission spectrometry (MIP OES) and inductively coupled plasma —
Tandem mass spectrometry (ICP-MS/MS). The use of MIP OES was
investigated for the determination of phosphorus from phospholipids in
meat. Due to the introduction of organic solvent, some strategies were
adopted, such as the employment of an external gas control module (EGCM)
and the signal correction applying internal standardization (Te) and
molecular species (OH). The accuracy was estimated by comparing the
results obtained with ion chromatography. The recovery found using the
internal standardization was 95%, while molecular specie was 94%. These
results indicated that these signal corrections were effective, and their
employment significantly improved accuracy. The dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) was used to enhance the procedure’s sensitivity
for the determination of molybdenum in meat by MIP OES. In this study, the
selection of extracting and dispersing solvents was based on the mixture
design. Additionally, the DLLME parameters were optimized by applying a
Box-Behnken design. A bovine liver certified reference material (1577c,
NIST) was employed to check the accuracy and a recovery of 92% was
obtained. The enhancement factor and the limit of detection estimated were
4.5 and 0.20 pg g!, respectively. In another work, a critical evaluation of
nebulizer effects in a nitrogen plasma was performed. Four nebulizers
(concentric, MiraMist, OneNeb series 1 and 2) were investigated concerning
the plasma fundamental parameters (e.g., temperature and number of
electron density) and solvent transport efficiency. Besides, the
reproducibility was evaluated in different matrices, and the accuracy was
investigated by analyzing four CRMs and s spiked sample from sugarcane
spirit due to its alcoholic composition. The results demonstrated that the
plasma fundamental parameters were considerably affected by the nebulizer
type. Besides, the OneNeb series 2 showed the best performance considering
the sensitivity, solvent transport efficiency and precision. The determination
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of nine essential and toxic elements (As, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, Pb, Sr, and V)
in meat samples was performed by ICP-MS/MS. Initially, the use of gases
(O,, H,, and He) in the reaction octopolar system (ORS) was explored to
minimize the spectral interferences. The best operating mode was selected
evaluating the recoveries obtained during the CRM analysis (1577b, NIST).
For Cd, Co, Mo, Pb, and V, the ORS's gas use was not required. On the other
hand, for chromium and arsenic, He was more suitable, and for Sr, H, was
the best. The limit of detection varied from 0.08 pg kg (Cd) to 16 ug kg
(Mo). Then, meat samples were digested and analyzed by ICP-MS/MS using
the optimal conditions. A correlation graphic showed the occurrence of a
positive correlation between Cd — Pd and Sr — Pb.
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INTRODUCAO

A carne tem sido utilizada na cadeia alimentar humana desde o
inicio da civilizagdo. Esse alimento consiste em musculos de animais como
bovinos, ovinos, aves € suinos, entre outros.! Atualmente, o seu consumo
apresenta crescimento com o progresso da urbanizagao. No entanto, alguns
atributos como a produgdo agropecuaria e a economia também influenciam
diretamente.> De acordo com a Organizagdo para a Coopera¢do e
Desenvolvimento Economico (OECD, Organization for Economic Co-
operation and Development), em 2019, os principais paises que consumiram
carne bovina foram Argentina, Estados Unidos, Brasil e Israel. Em relacdo a
carne suina, a Unido Europeia, Coreia do Sul e Vietna lideram o ranking de
consumo com respectivamente 34,6, 30,8 e 30 kg per capita. Por outro lado,
o consumo de aves ¢ predominante em Israel, Estados Unidos e Malasia. O
consumo de ovinos tem sido presente principalmente no Cazaquistao,

Australia, Noruega e Arabia Saudita.’

A carne bovina desempenha um importante papel na economia
brasileira. O Brasil ¢ atualmente o segundo maior produtor mundial. Em
2018, estima-se que foram produzidos 11 milhdes de toneladas de
equivalente carcaca, sendo que 20% foram destinados a exportacdo para 95
paises. Nesse contexto, a pecuaria de corte representou 8,3% do produto
interno bruto (PIB). Considerando a producdo de bovinos no pais, verifica-
se que a regido centro-oeste (Mato Grosso, Goias e Mato Grosso do Sul)

concentra 35% do rebanho brasileiro.*

Em termos nutricionais, a carne possui importantes
componentes para a nutrigdo humana, entre eles, vitaminas do complexo B,
lipidios e proteinas.!>® Ademais, esses alimentos sdo fontes de importantes
minerais tais como calcio, potdssio, molibdénio, ferro, selénio, e zinco, os

. . ~ . 7,8
quais desempenham importantes fungdes para o organismo.”® O Zn tem se
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destacado em fungdes para o sistema imunoldgico, especialmente para as
respostas inflamatorias. Alguns estudos indicam que a alteracdo da sua
concentragdo no organismo tem se relacionado diretamente com a presenca
de doencas infecciosas e inflamatorias.” Outros elementos como Mo e Fe
desempenham fung¢gdes como co-fatores de importantes enzimas (citocromo
¢ oxidase e xantina oxidase).'®'? Por outro lado, alguns elementos mesmo
que essenciais quando ingeridos em excesso causam danos a saude humana.
Por exemplo, estudos indicam que altas concentracdes de Mn podem afetar

o cérebro por meio do estresse oxidativo.'”

A presenca de contaminantes inorganicos em carne como As,
Pb e Hg também tem se tornado uma preocupacdo. A presenca desses
elementos esta relacionada com o processo de produgdo da carne, o qual esta
relacionado com a espécie animal, bem como com o tipo de alimentagado e
producdo.!® Visando a prote¢do da satde publica, alguns 6rgdos reguladores
tém estabelecido valores dos teores maximos permitidos. No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da Resolugao
- RDC N° 42, determina limites maximos para As, Cd e Pb em carne e
derivados (Tabela 1).!* Adicionalmente, os valores de ingestdo diaria
recomendada (RFI) para os elementos essenciais sdo fornecidos pela Food
and Nutrition Board. Deve-se ressaltar que esses valores sao discriminados

de acordo com a faixa etdria e o género.'



Tabela 1. Valores de limite maximo permitido pela ANVISA em carne e derivados

(RDC n. 42)

Elemento

Alimento

Limite maximo (mg kg™)

As

Carnes de bovinos, ovinos, suinos,
caprinos e aves de curral, derivados crus,
congelados ou refrigerados,

embutidos e empanados crus

Miudos comestiveis exceto figado e rins

Figado de bovinos, ovinos, suinos, caprinos
e aves de
curral

Rins de bovinos, ovinos, suinos, caprinos.

0,50

1,0

1,0

1,0

Cd

Carnes de bovinos, ovinos, suinos, caprinos
e aves de

curral, derivados crus, congelados ou
refrigerados,

embutidos e empanados crus

Figado de bovinos, ovinos, suinos, caprinos
e aves de

curral

Rins de bovinos, ovinos, suinos, caprinos

0,05

0,5

1,0

Pb

Carnes de bovinos, ovinos, suinos, caprinos
e aves de curral, derivados crus, congelados
ou refrigerados, embutidos e empanados
crus

Miudos comestiveis exceto figado e rins
Figado de bovinos, ovinos, suinos, caprinos
e aves de curral

Rins de bovinos, ovinos, suinos, caprinos

0,10

0,5
0,5

0,5




Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos analiticos para
a analise elementar de carne ¢ fundamental para garantia da qualidade e da
seguranca alimentar. Para essa finalidade, verifica-se que as técnicas
espectroscopicas t€ém ganhado grande destaque. A espectrometria de emissao
optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) ¢ comumente
utilizada, principalmente pela sua capacidade multi-elementar e ampla faixa
linear. Essa técnica tem sido aplicada principalmente para a determinagao de

macronutrientes (Mg, Ca, P e S).7!>16

A espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) possui caracteristicas semelhantes as do ICP OES,
no entanto, a principal vantagem dessa técnica relaciona-se com a sua alta
sensibilidade e capacidade isotopica.'”!® Portanto, o ICP-MS tem sido
explorado para a quantificacio de elementos essenciais e toxicos em
concentragdes mais baixas em carne, além de analises de especiagdo.”"”
Também ¢ importante ressaltar que essa técnica € afetada por interferéncias
devido a sobreposi¢des espectrais por espécies poliatdmicas. Nesse sentido,
algumas estratégias para minimizacao desses efeitos como a cela de colisao
com discriminagdo por energia cinética (KED, kinect energy
discrimination), plasma frio, equagdes matematicas e diferentes sistemas de

introducdo de amostras como dessolvatadores, tém sido investigadas.?

A espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP OES) também tem sido utilizada para analise elementar
de carne.?!*> Como fonte de excitagdo, o MIP OES emprega um plasma de
nitrogénio, correspondendo a uma redu¢do do custo operacional. Por outro
lado, isso também resulta em menores temperaturas do plasma e maior
suscetibilidade a efeitos de matriz.>>** Muitos trabalhos apresentam novas
alternativas para viabilizar o uso dessa técnica para diferentes tipos de

amostras. Nesse sentido, estudos de pré-concentracdo e novos métodos de



calibracdio SDA (standard dilution analysis), MEC (multi-energy

calibration) e MFC (multi-flow calibration), além de correcdes de sinais com

a padronizagio interna e espécies moleculares vem sendo explorados.?>—2®
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OBJETIVO GERAL

O objetivo principal dessa tese foi avaliar o emprego da
espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP OES) e da espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente e configuracdo tandem (ICP-MS/MS) para analise elementar
em carnes. Nesse contexto, estratégias para aumentar a sensibilidade e

minimizar interferéncias espectrais € nao-espectrais serdo avaliadas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Explorar métodos de correcdo de sinal (espécies moleculares e
padronizacao interna) para determinagao de fosforo na fracao lipidica
da carne por MIP OES;

e Investigar o uso da microextragdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME) para para incremento de sensibilidade na determinacdo de
molibdénio em carnes por MIP OES;

e Avaliar o efeito de diversos nebulizadores comerciais sob o plasma de
nitrogénio;

e Analisar o uso de gases como O,, H, ¢ He no sistema octopolar de
reagdo (ORS) para minimizar interferéncias espectrais em ICP-
MS/MS ;

e Desenvolver um método para determinagdo de elementos essenciais e

potencialmente toxicos por ICP-MS/MS.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Espectrometria de emissao optica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP OES)

O uso da radiacdo micro-ondas para a manuten¢ao de plasmas
tem sido descrito desde 1950. Os plasmas de micro-ondas sdao divididos em
dois grupos: plasma de micro-ondas acoplado capacitivamente (CMP) e o
plasma induzido por micro-ondas (MIP). Essa classificacdo baseia-se em
caracteristicas como o mecanismo de transferéncia de energia para o gas do
plasma, bem como a forma e a posi¢io do plasma.?® O CMP foi desenvolvido
em 1951 como uma fonte de excitacdo, e o plasma ¢ formado na ponta do
eletrodo por meio da transferéncia de energia de um condutor interno na
tocha.? Por outro lado, o0 MIP emprega a transferéncia de energia induzida
por meio de emissao de radiagdo micro-ondas em uma cavidade ressonante.

Desse modo, o campo elétrico e magnético gerado mantém o plasma.*

Historicamente, o CMP e o MIP foram desenvolvidos
paralelamente. O primeiro equipamento comercial que empregava um
plasma de micro-ondas acoplado capacitivamente operado com uma
poténcia de 2.45GHz foi introduzido em 1968. Nos 10 anos seguintes, mais
dois espectrometros foram desenvolvidos, no entanto, essas técnicas
apresentaram limitagdes relacionadas as interferéncias, portanto, ndo foram
competitivas frente ao [CP OES. Em 1985, o desenvolvimento da tocha de
plasma de micro-ondas (microwave plasma torch, MPT) resultou em um
plasma mais estavel a introducao de amostras aquosas. Por fim, em 1999, um

MPT OES comercial foi langado na China.?*

Em relagdo aos plasmas induzidos por micro-ondas, observa-se que
até 1970, os plasmas eram gerados sob baixas pressoes (low-pressure MIP).

Esses plasmas eram bastante aplicados em acoplamentos com cromatografia



gasosa. Adicionalmente, o uso de sistemas de introdug¢do de amostras como
a vaporizagao eletrotérmica e a geragcdo de vapor quimico foi amplamente
investigado devido aos efeitos das amostras aquosas no plasma. Em 1976,
foi desenvolvido a cavidade de Beenakker a qual possuia um acoplamento
simétrico e transferéncia de energia mais efetiva.’! Essas caracteristicas
resultaram em um plasma mais estavel. Posteriormente, em 1981, um
trabalho avaliou o acoplamento do plasma induzido por micro-ondas (MIP)
aum espectrometro de massas (MS) para determinagdo elementar de Ag, Cd,
Cr, Cu, Ni, Pb e Tl. Nesse estudo, o argonio foi empregado para a formagao
do plasma e a poténcia aplicada foi 200 W.?**° Um equipamento comercial
MIP-MS foi langado em 1994 e nesse caso o gas utilizado para formagao do
plasma foi o nitrogénio. Em 1999, um plasma de hélio com formato anular

foi desenvolvido por Okamoto.

Em 2012, a Agilent Technologies disponibilizou um
equipamento comercial que consiste em um espectrometro de emissao Optica
com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES), com arranjo de cavidade
de Hammer. Entre as vantagens do MIP OES pode-se destacar a capacidade
multi-elementar e a ampla faixa linear, as quais o conferem uma grande
versatilidade.>* Os principais componentes desse equipamento sdo sistema
de introducdo de amostras, fonte de excitacao, sistema de alimentacao do
plasma e detector. Ademais, essa técnica opera com uma poténcia fixa de

1000 W .32

No MIP OES, o nitrogénio gasoso ¢ empregado para a formagao
do plasma. O uso do N, representa uma reducdo significativa de custos
quando comparado a outros gases como o argdénio. Além disso, ndo ha
necessidade de um chiller, reduzindo o custo de aquisi¢do. Alternativamente,
a Agilent Technologies desenvolveu um gerador de nitrogénio, o qual

funciona como uma peneira molecular e permite separar o N, do ar



atmosférico. Consequentemente, a aquisi¢ao de cilindro de gases nao ¢
necessaria. E importante ressaltar que a visao de leitura ¢ axial, porém com
a tocha € posicionada verticalmente. Essa configura¢do foi adotada para

fornecer ao plasma maior robustez e estabilidade.?*

Em uma pesquisa realizada na base Web of Science,
aproximadamente 80 trabalhos utilizaram o MIP OES como técnica de
detec¢do. Adicionalmente, encontra-se uma grande variedade de matrizes
analisadas, tais como alimentos, ambientais e biologicas. 2*¥373¢ Por meio de
um mapeamento bibliografico obtido pelo programa VOSviewer (Fig. 1) foi
possivel se observar as 30 palavras-chave principais usadas. De acordo com
o mapa obtido sdo verificados trés clusters. Nesse caso, um envolve os
ultimos estudos realizados, tais como a correcao de sinal analitico, a geracao
de hidretos e a determinag¢do elementar. Por outro lado, o segundo e terceiro
clusters envolvem pesquisas relacionadas com o sistema de introducdo de
amostra, nebulizadores, otimizacdo, geracdo de vapor quimico,
determinacdo de elementos trago e comparacdo com outras técnicas

espectroanaliticas.

Apesar das vantagens da operacao do MIP OES com plasma de
nitrogénio, alguns problemas relacionados aos efeitos de matriz tém sido
relatados. O plasma de nitrogénio atinge uma temperatura de 5000 K, a qual
¢ inferior a do argonio (8000 - 10000 K). Nesse sentido, alguns mecanismos
de ionizagdo e excitagdo podem ser comprometidos. Além disso, a presenga
de solventes organicos e elementos facilmente ionizaveis podem afetar

criticamente a analise.?>**

O efeito de matriz ocasionado pelo carbono, enxofre e calcio no
MIP OES foi investigado por Serrano et al. 2019.%7 Para o desenvolvimento
desse estudo, os autores empregaram solugdes contendo glicerol, nitrato de

calcio e acido sulfurico. Nesse caso, foram investigados dez analitos (As, Co,
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Cu, Mg, Mn, Mo, Sc, Se, Sr e Zn), aos quais correspondem linhas atdmicas
e 10nicas com intervalo da soma de energia (Eqm) entre 2,69 € 15,40 V. Em
relacdo aos efeitos de transporte, os resultados indicaram que nenhuma
matriz afetou significativamente o tamanho da gota do aerossol formado. Por
outro lado, as matrizes contendo acido sulfurico e nitrato de calcio reduziram
a temperatura do plasma. Em relacdo aos efeitos sob a intensidade de
emissao dos analitos, foi verificado que apenas o calcio influenciou

significativamente os efeitos de supressao ou aumento do sinal analitico.

introductipn system

3 | mip oes
mass-spggtrometry : : elements
sample introduction
referepcematerials trace-elements manganese
copper
multi-elemenf§fletermination spectroscopy
microwave induced plasma optical emission spectrometry
metals samples
performanice s
atomic spectrometry
icp-aes
liquid migrosamples
- hydride generation
iRt selafiium
ODtIm!_ZBtIOH o
chemical-vaper generation
nebglizer = 8 5 elernental analysis
emission-spectrometry signal carrection
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dual-mode sampledntroduction system
. ; .
2010 2015 2020

Figura 1. Mapa bibliografico obtido para as 30 palavras chaves mais utilizadas em
trabalhos envolvendo o MIP OES.

Novas estratégias para redugdo de interferéncias ndo espectrais
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Devido ao menor custo relativo e a versatilidade do MIP OES,
muitos trabalhos na literatura t€ém focado em estratégias para minimizar os
efeitos de matriz e assim possibilitar a andlise de amostras complexas.**
Abordagens convencionais como a padronizagdo interna, adi¢ao de analito e
supressdo de ionizagdo tém sido aplicados.*® Pires et al. avaliaram o uso de
Be, Ga, In, Sc e Y como padrdes internos para analise elementar de cerveja
por MIP OES.** O germénio foi empregado como padrio interno para a
determinacdo de As, Bi, Sb, Se e Sn por geracgdo de hidretos.*® Recentemente,
novos métodos tém focado em calibragcdes e correcdes de sinais que
possibilitam minimizar esses efeitos de matriz de forma mais eficiente. Entre
esses métodos pode-se destacar a calibragdo multienergética (MEC),
calibragdo multivazdoes (MFC), analise por diluicdo de padrio (SDA),
somatorio de linhas (para minimizar interferéncias) e corre¢ao de sinal com

espécies moleculares.?>2841-43

Corregao de sinal com espécies moleculares

Em um plasma de nitrogénio, pode ocorrer a formacao de sinal
de fundo por bandas moleculares. Essas bandas sao resultantes da excitagao
de espécies moleculares (neutras, 10nicas ou radicalares), tais como, OH,
CN, N,", NO, N,, CH. Essas espécies possuem transi¢des eletronicas
caracteristicas e suas bandas podem ser observadas em comprimentos de
ondas especificos (Tabela 2). A intensidade de emissdo das bandas
moleculares pode variar de acordo com a matriz e o sistema de introdugdo
de amostras empregado. Dependendo do analito analisado, interferéncias

espectrais podem ocorrer.’® Chalyavi et al.**

observaram a presenca de
bandas moleculares no espectro de uma solugao aquosa obtido por MIP OES

(Figura 2).
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Figura 2. Espectro de emissio para uma solucio aquosa obtida por MIP OES.*

Nesse contexto, Lowery et al.?® propuseram o uso das espécies
moleculares OH e N, para a corre¢dao de sinal em analise de biodiesel. Esse
tipo de correcdo baseia-se nas flutuagcdes que podem ocorrer no plasma
durante a analise de uma matriz complexa. Nesse trabalho, as amostras foram
apenas diluidas em acido nitrico e 1-propanol e introduzidas no MIP OES.
Foram determinados Ca, K, Mg e Na e o uso da corre¢do com as espécies
moleculares proporcionou aumento consideravel da exatiddo. O uso da
corre¢do do sinal pela espécie molecular N, também foi empregado para

determinacgdo de Al, Ca, Fe e Mg em amostras de unhas.**

Em outra interessante aplicacdo, o emprego das espécies
moleculares foi investigado para o diagnostico da robustez do plasma de MIP
OES, em alternativa a razdo de sinais de magnésio i6nico e atomico (Mg

[I/Mg 1), comumente usados para avaliacdoes desse tipo em ICP OES.
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Previamente, os autores exploraram a aplicabilidade de algumas espécies
moleculares (CN, N,, N," e OH). O uso da razao N, /OH foi mais adequado
devido a sua alta sensibilidade para mudangas no plasma. Ademais, foi
verificado que essa razdo pode ser empregada durante a otimizacao
operacional do MIP OES para minimizar os efeitos de matriz. Por fim, nesse
trabalho, foi evidenciada a eficacia da corre¢do de sinal com espécies
moleculares para matrizes contendo carbono, sodio, calcio e dacido

cloridrico.®
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Tabela 2. Espécies moleculares presentes em um plasma de nitrogénio.

Espécies moleculares Comprimento de onda (nm) Transicao

NO TS
205,2 2,0
215,5 1,0

OH s n)
281,1 1,0
287,5 2,1
294,5 3,2
306,4 0,0

NH [A3n- x32_]
336,0 0,01
337,1 1,1

N 3 3

2 [P-B Pg]
296,2 3,1
311,7 3,2
315,9 1,0
iF 2_+ 2

N, [B X -x m]
391,1 0,0

co’ 219,0 0,0
221,5 1,1
230,0 0,1

CN B’S-x 3]
358,6 2,1
359,0 1,0
385,5 3,3

CH (A’ A 7]
4314 0,0

G, [A3n-xznu]
473,7 1,0
512,9 1,1
516,5 0,0
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Calibracdo multienergética (MEC)

A calibracao multi-energética (multi-energy calibration, MEC)
foi proposta por Virgilio et al, 2015.% Esse método baseia-se na capacidade
de um mesmo analito gerar diferentes sinais em diversos comprimentos de
onda, efeito atribuido as energias de transicdo. Para essa calibragdo sao
requeridas duas solugdes, sendo a solucao A contendo amostra e branco (1:1
v v'!) e a solugdo B, amostra e padrdo (1:1 v v''). Em seguida, sdo realizadas
medidas para as solu¢des em diversos comprimentos de ondas (A1, A2, As,...,
An). Para o tratamento de dados, constrdi-se um grafico das intensidades (Fig.
3) obtidas para varios comprimentos de onda obtidos para solucao A (eixo
y) e solucdo B (eixo x). O célculo da concentracdo do analito (Eq. 1) ¢

realizado de acordo com o valor do coeficiente angular (b).*

C =, * b
Camostra = padrao /(1 —b) (1)

A vantagem dessa calibracdao ¢ a compatibilizacdo de matriz e
o emprego de apenas duas solugdes. Nesse sentido, uma menor quantidade
de amostra ¢ consumida, bem como uma maior frequéncia analitica. Em um
recente trabalho, as faixas de trabalho para o MEC foram investigadas.
Verificou-se que o coeficiente angular deve se situar entre 0,1 e 0,9 para

obten¢do de resultados com boa exatiddo.*’

O MEC foi empregado para determinacdo de As, Ba, Cr e Pb
em fertilizantes por MIP OES. Ademais, outras calibragdes como calibracao
externa e adi¢ao de analito foram investigadas. As recuperacdes obtidas para
o MEC variaram de 98 a 101%. Essa estratégia mostrou um melhor
desempenho quando comparada as outras calibragdes.”® Espinosa Cruz et
al.*® exploraram o uso do MEC para analise elementar de vinhos por MIP
OES. Os resultados indicaram uma satisfatoria exatidao, obtida quando essa

calibracao foi aplicada para os macroelementos.
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Figura 3. Representacdo grdfica da calibracdo multienergética (multi-energy calibration).

Calibracdo de multi-vazoes (MFC)

Uma nova calibragao envolvendo a variacdo da vazdo do gas de
nebulizagdo (Q) foi proposta por Willians et al.?” Esse método consiste na
aplicacdo de uma solucao padrao e uma solucdo contendo amostra. Essas
solugdes sdo analisadas separadamente em diversas vazdoes do gas de
nebulizagdo. A partir da construcao do grafico das intensidades obtidas para
amostra (eixo y) e para o padrao (eixo x) para cada Q (Fig. 4), € possivel
estimar a concentragao presente na amostra por meio da equagdo 2. Sendo b
o coeficiente angular obtido pela curva e Cpaarao @ concentragao do analito na
solucdo padrdo. Os efeitos das flutuagdes do plasma sdo incorporados a
calibracdo, pois a solu¢do padrao e a amostra sao submetidos a diferentes

condi¢des do plasma.

Camostra = b * Cpadréo (2)
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Os autores avaliaram a aplicabilidade da calibracdo de
multivazdes para a determinagdo de Cu, Cr, Fe ¢ Mn em amostras de agua,
tecido vegetal e sedimentos. Os resultados obtidos apresentaram maior
exatidao do que a calibracdo externa. Deve-se ressaltar que essa calibragao
ndo utiliza o principio da compatibilizacdo de matriz. No entanto, o seu

principio resulta na redugio das flutuagdes instrumentais.?’
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Figura 4. Representacio grafica da calibracio de multi-vazédes (multi-flow calibration)
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Espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente
com configuracao tandem (ICP-MS/MS)

A espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) apresenta um grande destaque para andlise de
tragos devido a sua alta sensibilidade, ampla faixa linear e possibilidade de
analise multiclementar e isotopica.'”!® Apesar das suas vantagens, essa
técnica tem apresentado algumas limitagdes relacionadas as interferéncias
espectrais. Essas interferéncias ocorrem devido a presenca de ions
poliatdmicos ou concomitantes presentes na matriz, que possuem a mesma
razdo massa/carga (m/z) do analito.?*-° Por exemplo, o is6topo mais
abundante do Cr (°*Cr), pode ser afetado pelo “°Ar'?C". Para o arsénio (m/z
= 75), interferéncias severas podem ocorrer devido a presenga de espécies
poliatdmicas formadas pelos constituintes do plasma e reagentes, tais como
WASCI* S Como resultado, o sinal analitico pode ser suprimido ou
aumentado e, dessa forma, a precisdo e exatiddo podem ser criticamente
afetadas. Algumas estratégias permitem reduzir esse problema, como o uso
de dessolvatadores no sistema de introducdo de amostra, equacdes

matematicas e cela de colisdo por discriminagdo de energia cinética

(KED) .20,52—55

Nesse contexto, a espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente com configuragdo tandem (ICP-MS/MS) foi
desenvolvida para reduzir as interferéncias espectrais. Para atingir esse
objetivo, essa técnica possui dois quadrupolos (Q; e Q;) e entre eles um
octopolo (ORS) (Fig. 5). No modo MS/MS, o primeiro quadrupolo ¢
configurado para selecionar m/zs especificas dos analitos € atua como um
filtro de massa. Posteriormente, esses analitos e seus respectivos
interferentes passam pelo sistema octopolar de reagdo. A ORS pode ser

pressurizada com gases reativos (O,,CHa, H, e NH3). Nesse caso, o gas pode
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reagir com o analito, produzindo um novo produto de maior massa (modo
mass-shift) ou com o interferente (modo on-mass). Também € possivel o uso
de gases ndo reativos como He, o qual ird minimizar as interferéncias

espectrais dos ions poliatdbmicos por rea¢des de troca de carga.”’

(a)

Analito — *A*
Interferente — *I*; YI*

l |,§$g}§j}\_._.. llA,AZR.
h e T I

1° quadropolo (Q,) ORS 2° quadropolo (Q,)
Rejeita todas m/z, exceto m/z = x Formagio do produto *A’R* Rejeita todas m/z, exceto a
m/z = x+z (produto)

I+ ¢

4 A

(b)

Analito— *A*
Interferente — *I*; YI*

0 ',gﬁiﬁ?i&\. 'l.,A‘
i n'ﬁﬁﬁﬁﬁ'o' I

1° quadropolo (Q,) ORS 2° quadropolo (Q,)
Rejeita todas m/z, exceto m/z = x Formagio do produto *I’R* Rejeita todas m/z, exceto a
m/z = x (analito)

Y[+ 7R

A

Figura 5. Representaciao da configuracio do ICP-MS/MS. (a) modo mass-shift e (b) modo on-
mass.

Atualmente essa técnica ¢ considerada como o estado-da-arte
para analise de tragos e na literatura hd um grande numero de exemplos a
respeito  da aplicabilidade do ICP-MS/MS. Le$niewska et al®
desenvolveram um método para a determinagdo de Pd em amostras de 4guas
salinas e residudrias. Primeiramente, as amostras passaram por um sistema
de pré-concentragdo em fase solida. Para a determinagdo do '%Pd por ICP-
MS/MS, o uso do He e NHj foi eficaz para eliminar a interferéncia do Sr.

Ademais, a combinacdo da pré-concentracdo em estado solido com ICP-
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MS/MS resultou em aumento da capacidade de deteccao, dessa forma sendo

possivel a quantificagdo em pg L'

Devido a sua capacidade isotopica, o ICP-MS/MS tem sido
extensivamente utilizado para analise de amostras nucleares. A determinacao
dos isotopos de uranio (**U, 2*°U, U e 2*¥U) em lodo composto por
fluoreto de calcio foi realizada empregando o ICP-MS/MS. A etapa do
preparo de amostra consistiu em uma fusao com metaborato de litio e em
seguida a solugdo resultante foi separada por uma coluna de troca idnica.
Nesse estudo, o hélio foi utilizado no sistema de reacdo octopolar. Foi
verificado que o seu uso possibilitou a reducao de interferéncias espectrais,

bem como, aumentou a sensibilidade.’’

O uso do ICP-MS/MS tem sido descrito também para amostras
alimenticias. Recentemente foi reportada sua aplicac¢do para determinagao de
quatorze elementos em vinhos. Como preparo de amostra foi empregado
apenas uma dilui¢ao simples da amostra com acido nitrico. O uso dos gases
como oxigénio, hidrogénio, amonia e hélio foi explorado para eliminacao de
interferéncias espectrais.’® A Tabela 3 apresenta algumas aplica¢des do ICP-

MS/MS e o uso dos gases na ORS para diversas matrizes.

21



Tabela 3. Trabalhos descritos na literatura que empregaram o ICP-MS/MS como técnica de deteccio

Amostra Analitos Gas empregado no ORS Referéncia
Sangue Ti NH;se O; 59
Biodiesel, diesel e o6leo P,SeSi 0)) 60
lubrificante

Agua As,Cr,HgeV 0, 61
Leite Cd 0O, 62
Tecido vegetal Ase Se (0)) 63
Solos e sedimentos Eu, Nd e Sm He e NH; 64
Solidos suspensos CsePu N,O 65
Sucos As 0O, 66
Planta Mo 0, 67
Urina Bi1, Cs, Mo, Rb, Sb, Sn, Hee H, 68

Sr,VeZn
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Tabela 3. Trabalhos descritos na literatura que empregaram o ICP-MS/MS como técnica de detecciio (Continuacgaio)

Amostra Analitos Gas empregado no ORS Referéncia
Soro humano As, Ca, Cd, Cu, Fe, I, Mg, Mo, He, H, e O, 69
Se e Zn
Agua de mar Cd, Cu, Fe, Mn, N1, Pb e Zn 0O, 70
Amostras ambientais I 0, 71
Oleo essencial As, Cd, Cr, Hg, Ni e Zn He e O, 72
Fluido folicular As, Cd, Co, Cu, Hg, Mn, Mo, Hee O, 73
Se, Sre Zn
Amostras ambientais Pu CO, 74
Lodo U He 57
Material particulado 67 elementos O, e He 75
Agua de mar Fe NH; 76
Amostras ambientais Pd He e NH; 56
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Capitulo 1

Espécies moleculares e padronizacdo interna:
Abordagens para correcdo de sinal na
determinacdo do fosforo a partir do fosfolipidio
em amostras de carne por MIP OES



1.1 INTRODUCAO

O fésforo € um elemento essencial para a saide humana e pode
ser encontrado em diversos alimentos. Esse nutriente pode estar presente
como sais inorganicos (aditivos) ou associado com moléculas organicas, as
quais podem ser de origem animal ou vegetal. Nos tecidos animais, o fésforo
pode ser encontrado como fosfoproteinas e fosfolipidios.”””” De acordo com
Vervlolet et al. 8, aproximadamente 40 — 60% dessa fragdo de fosforo pode

ser absorvida pelo organismo humano.

Os fosfolipidios sao uma classe de lipidios polares que possuem
uma estrutura de glicerol (3 carbonos na cadeia) esterificados com dois
acidos graxos nas primeira e segunda posicoes. Geralmente, esses dois
grupos sao chamados de cauda. Na terceira posi¢cao (comumente chamada de
cabega), ha um grupo fosfato o qual é esterificado com um alcool.®! A soja,
sementes de girassol e gema de ovo apresentam altas concentragdes desses

fosfolipidios.’* %

Ao contrario dos glicerideos, os fosfolipidios participam das
reacdes de Maillard devido a sua miscibilidade.®® Portanto, a presenca dessas
substancias ird influenciar o aroma e¢ o sabor da carne. Em um trabalho

8788 o efeito da presenca de

desenvolvido por Mottram e Edwards
fosfolipidios na carne bovina foram investigados. Os autores promoveram a
remocao de triglicerideos e fosfolipidios previamente ao cozimento da carne.
Os resultados mostraram que a auséncia dos fosfolipidios, alteraram o perfil
das espécies volateis formadas durante o tratamento térmico.
Adicionalmente, o aroma final foi caracterizado como “queimado”. Por

outro lado, a remocao dos triglicerideos ndo afetou as propriedades da carne

no final do cozimento.
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Nesse contexto, a presenca dos fosfolipidios em carne tem um
relevante impacto na qualidade do alimento. Ha diversos métodos analiticos
que focam na quantificagdo desses lipidios. As técnicas cromatograficas,
como cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), sdo comumente aplicadas.’*® As técnicas espectroscopicas
também tém sido utilizadas para esse fim. Entre elas pode-se citar a
espectroscopia no infravermelho proximo com transformada de Fourier (FT-
NIR), espectroscopia de ressondncia magnética nuclear, espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente, espectrometria de absor¢ao
molecular de alta resolu¢do com fonte continua em forno de grafite (HR CS

GFMAS).77’91_93

Benini et al.”” desenvolveram um método espectrofotométrico
para a determinacdo de fosfolipidios em carne. O método de Folch
(cloroféormio/metanol) foi empregado para a extragdo de lipidios. Em
seguida, o solvente do extrato foi evaporado e os lipidios foram digeridos
com acido sulfurico e perdxido de hidrogénio. A quantificacdo do fosforo a
partir de fosfolipidios foi realizada por espectrofotometria UV-Vis pelo

método do azul de molibdénio.

O uso da espectrometria de absor¢do molecular de alta
resolu¢do com fonte continua em forno de grafite (HR-CS GF MAS) foi
descrito para a determinacdo de fosfolipidios em lecitina de soja. Nesse
trabalho o fosforo fo1 monitorado via absor¢dao molecular do monéxido de
tosforo (PO) em 213,561 nm. As temperaturas de pirolise e volatilizagao
foram 1300 e 2300°C, respectivamente, ¢ o Mg foi utilizado como
modificador quimico. Os resultados obtidos por HR-CS GF MAS foram

comparaveis ao ICP OES.”
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1.2 OBJETIVO

O objetivo desse capitulo foi investigar a aplicagdo do MIP OES
para a quantificacdo do fosforo a partir dos fosfolipidios em amostras de
carne. Em virtude da introdugdo direta de solvente organico no plasma, a
padronizacao interna e uso de espécies moleculares foram avaliadas como

estratégias de correcdo de sinal.

1.3 EXPERIMENTAL

1.3.1 Equipamentos

Os experimentos foram realizados empregando um
espectrometro de emissao Optica com plasma induzido por micro-ondas
(4200 MP-AES, Agilent Technologies, Melbourne, Australia). Em conjunto
a esse equipamento, foi utilizado um gerador de nitrogénio (Agilent
Technologies, model 4107). Os parametros operacionais utilizado para o
MIP OES sao apresentados na Tabela 1.1. A digestdo das amostras para a
determinag¢do do fosforo na massa residual apds a extracdo lipidica foi
realizada em um forno de micro-ondas com cavidade (Ethos 1, Milestone,

Sorisole, Italia).

Para o método de referéncia, foi utilizado um cromatdgrafo
16nico como detector condutimétrico (Compact IC Flex, Methrotm, Suiga).
A fase movel foi composta de solugdo de carbonato (I mmol L7!) e
bicarbonato de sodio (3,6 mmol L") e o vazdo do eluente foi de
aproximadamente 1,0 mL min!. O 4cido sulfirico (40 mmol L) foi
utilizado como supressor de ionizagdo e a vazdo utilizada foi 0,5 mL min!.
A coluna utilizada foi empacotada com alcool polivinilico com grupos de
amonia quaternaria (Metrosep A Supp 7-250/4.0). Essa coluna foi mantida

em um forno a 30°C.
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Tabela 1.1. Parametros Instrumentais do MIP OES utilizados para determinacio
do P na fracio lipidica da carne

Parametros Condigdo operacional
Frequéncia de operagao(MHz) 2450

Poténcia de operacao (kW) 1,0

Vazio do gas de nebuliza¢io (mL min™) 1,0

Posicdo de observagao do plasma 20

Tempo de estabilizacao (s) 15

Tempo de integracao (s) 3

Nebulizador OneNeb series 1
EGCM Médio (0,75 L min™')
Camara de nebulizacao Ciclonica

Analitos Comprimento de onda (nm)
P (I) 213,62

Tb (OH) 308,96

Nb (N2") 391,47

Te (I) 214,28

Co (I 340,51

I — Linhas atomicas

1.3.2 Reagentes, solugoes padrdo e amostras

Para extragao dos analitos e diluicdo dos extratos foi utilizado
metanol (grau HPLC, Tedia, Sao Paulo, SP, Brasil) e cloroférmio (Synth,
Diadema, Sao Paulo, Brasil). As solugdes foram preparadas com agua
desionizada (resistividade > 18,2 MQ cm) obtidas de um sistema de
purificagdo de 4gua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). Para a digestao

acida, empregou-se acido nitrico (Synth) previamente purificado por
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subdestilagdo (Milestone, Itdlia) e peroxido de hidrogénio 30 % m v!

(Synth).

As solucdes padrdo utilizadas para calibragdao foram preparadas
pela dilui¢do de solugdes estoque de 1000 mg L' de P, Ge e Co (Fluka,
Buchs St. Gallen, Suécia). Para as solu¢des padrdao utilizadas no
cromatdgrafo idnico, utilizou-se uma solucdo estoque de 10 mg L' de PO4*

(Sigma Aldrich, Suécia).

As amostras de carne bovina, ovina, peixe e frango utilizadas
foram adquiridas em mercado local na cidade de Sao Carlos, SP. Essas
amostras foram liofilizadas e moidas em um moinho criogénico (MA775,

Marconi, Piracicaba, Brasil).

1.3.3 Preparo de amostra

1.3.3.1  Extracdo dos fosfolipidios

Cromatografia Ionica

O método de Folch foi utilizado para a extracdo dos
fosfolipidios. Para a cromatografia i6nica, foi empregado 2 g de amostra e
20 mL de mistura extratora composta de 70% metanol e 30% cloroférmio
(v/v) foi utilizada. Essa mistura foi agitada em um agitador do tipo vortex e
posteriormente centrifugada. Posteriormente, uma solugdo contendo cloreto
de sddio (0,6% m v!) foi adicionada para a remogdo de possiveis proteinas
ou moléculas pequenas.”® A mistura foi novamente centrifugada e a fase
aquosa foi removida. O extrato contendo os fosfolipidios foi transferido para
um cadinho de alumina e o solvente foi evaporado a 80 °C em uma chapa de
aquecimento. Posteriormente, o cadinho foi levado a uma mufla com

aquecimento induzido por micro-ondas a 500 ° C para decomposi¢ao por via
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seca dos lipidios. As cinzas foram diluidas em 4dgua e analisadas por

cromatografia i0nica.

MIP OES

Para a extragdo lipidica, empregou-se o0 mesmo procedimento
para a cromatografia i0nica, no entanto, 10 mL de solu¢do composta de 70%
metanol (v v'') e 30% cloroférmio (v v!) e 1 g de amostra de carne foram
utilizados. O extrato final foi diluido cinco vezes com metanol previamente

a analise por MIP OES.

1.3.4 Fosforo total e residual

Para a determinagdo do fosforo total, 0,1 g de amostra de carne
foi digerido em um forno de micro-ondas com cavidade com 8 mL de HNO;
(3,5 mol L") e 2 mL de H,O, (30% m v). O programa de aquecimento
aplicado foi uma rampa de 5 min para atingir 120 °C ¢ um patamar de 15
min a 120 °C. Em seguida, aplicou-se uma rampa de 10 min até 180 °C e um
patamar de 25 min a 180 °C. Apos a digestdo, as amostras foram resfriadas
a temperatura ambiente e o volume final foi ajustado para 30 mL com agua

desionizada.

O fo6sforo foi determinado na massa residual obtida apos a
remocao dos lipidios. Nesse caso, apos a extragdo, a massa residual foi seca
a 80 °C para a remocao do solvente. Em seguida, 100 mg dessa amostra foi
digerida com 8 mL de HNO; (3,5 mol L) e 2 mL de H,O, (30% m v!). O

programa de aquecimento utilizado foi 0 mesmo descrito anteriormente.
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1.4 RESULTADOS

1.4.1 Cromatografia Ionica

A cromatografia i6nica foi utilizada como método de referéncia
por se tratar de técnica com principios diferentes do MIP OES. Nesse caso,
o fosforo foi monitorado como fosfato (PO4*) e, de acordo com o
cromatograma obtido (Fig. 1.1), seu tempo de retencdo foi de
aproximadamente 23 min. Observa-se pelo cromatograma, um significativo
pico de nitrato (tg = 16 min), o que pode ser proveniente de alguma possivel
contamina¢do. Em relagdo aos parametros analiticos, a faixa linear de
trabalho empregada foi 1 - 5 mg L. O figado bovino foi escolhido para o
desenvolvimento dessa etapa. A sua escolha foi baseada na complexidade
dessa matriz, além do seu alto teor lipidico (19 + 1,1 % m m™). O valor
encontrado do fosforo a partir do fosfolipidio foi 22,2 £ 1,5 mg/100 g de

amostra.

HS/ecm

8,4 -
8,0 -
7,6 -
7,2 -
6,8

5,6
5,2 i Lol IAl I/\

I~

0.0 4,0 8,0 12,0 16,0 20,0 24,0 28,0 min

Figura 1.1. Cromatograma da fracgao lipidica obtido apos a decomposicio por via seca.
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Para avaliar a exatiddo do valor obtido por cromatografia
10nica, um balanco de massa foi aplicado. Nesse caso utilizou-se a soma das
massas de P determinadas nas fragdes lipidica (Piipigio) € residual (Presiquar)
(Eq. 1.1). Em seguida, a exatidao foi estimada pela comparacao entre o valor
obtido com o somatorio (11,8 gkg!) e o valor do P determinado via digestdo

total (12,1 £0,8 g kg™!). Nesse caso, foi obtida uma recuperagio de 98%.
Piotar = Plipidio + Presiauar (Bq 1.1)

1.4.2 Correcdo de sinal

A introducdo direta de solventes organicos no plasma pode
resultar em severos efeitos de matriz. Portanto, o desenvolvimento de
estratégias que permitam minimizar esses efeitos ¢ importante para alcancar
resultados precisos e exatos. Na literatura ndo ha trabalhos que avaliem os
efeitos desses solventes no plasma de nitrogénio. No entanto em outras
técnicas com fonte de plasma como ICP OES e ICP-MS, esses efeitos se
apresentaram criticos. Wiltsche e Tirk” investigaram o efeito de metanol no
plasma de argoénio em ICP OES. Como resultado, a presenca de CH;0H
aumentou a temperatura do plasma e reduziu seu tamanho. Além disso,
verificou-se severos efeitos de matriz, como aumento do sinal para todos os
analitos estudados, tais como o Se, S e Ta. Em ICP-MS, a introducao de
amostras hidro-organicas também pode ocasionar a deposi¢ao de carbono no

cone de amostragem e bloqueio do orificio de passagem dos ions.”®"’

Em MIP OES, ha uma possibilidade de utilizar um modulo de
controle de gas externo (EGCM, External gas control module). Esse aparato
permite a injecao de ar no plasma, o que confere maior estabilidade durante
a analise e evita a deposi¢ao de carbono na tocha, portanto aumentando o seu

tempo de vida til.”**° O oxigénio presente no ar sob alta temperatura reage
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com as espécies de carbono, produzindo CO, ¢ CO.”® O EGCM tem sido
descrito em diversos trabalhos, especialmente para amostras com alto teor
organico. A Tabela 1.2 descreve os principais trabalhos encontrados na

literatura que empregaram esse modulo.

O modulo EGCM pode ser operado sob trés vazdes: baixa (0,5
L min'), média (0,75 L min!) e alta (1,0 L min'). O fluxo alto foi

incialmente investigado. No entanto, nao foi possivel obter a linearidade nas

curvas de calibracdo para o fosforo. Portanto, as analises foram conduzidas

no fluxo médio.

Tabela 1.2. Trabalhos reportados na literatura que utilizaram o EGCM durante a

analise por MIP OES

Amostra Analitos EGCM (L min™) Referéncia

Gasolina e etanol Cr,Ni,Pbe V 1,0 100

Agua Cd, Co, Cu,Ni,Pb 0,5 101
eZn

Diesel e biodiesel  Si 0,75 98

Tortilha de milho As 0,75 102

Metanol Ca, K, Mg e Na 1,0 99

Petroleo Ca,Fe,K,Na,Nie 0,5 103
\Y

Queijo Ca,KeMg 0,5-0,75 36

Tecido vegetal e Si 1,0 104

fertilizante

Biodiesel Ca, K, Mg e Na 0,75 28
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1.4.3 Padronizacdo Interna

A utilizacdo da padronizagdo interna com Co e Te foi

investigada para melhorar a exatiddo. Essa selecdo foi baseada nos

comprimentos de onda e na energia de excitagdo similares ao do analito.

Nesse caso, as energias de excitacdao sao 7,21 eV (P), 5,78 eV (Te) e 4,07

(Co). Inicialmente, empregou-se uma solugdo composta de 1 mg L' de

fosforo, telurio e cobalto em metanol para um teste de estabilidade por

aproximadamente 1 h. Os sinais obtidos para o P foram corrigidos pelos

padroes internos (Fig 1.2) e foram normalizados pelo maior valor obtido

durante a analise.

Intensidade normalizada

Intensidade normalizada

1.3

12 P/Te Te = == P (sem corregao) (a)
1.1
1.0
09 S
N\ o P o
0.8 S RN
N
0.7
0.6
0.5 T T T T T
15 25 35 45 55
Tempo (min.)
1.3
P/Co Co = «= P (sem corre¢ao) (b)

1.1

0.7

15

Tempo (min.)

Figura 1.2. Graficos de estabilidade (60 min) para o sinal de fosforo sem corre¢ao e corrigido pelo Te (a) e Co (b)
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Observou-se que sem a correcdo do sinal, a variacdo para o
fosforo foi de aproximadamente 25%, provavelmente devido as flutuacdes
instrumentais. Por outro lado, houve uma minimizacdo dos desvios com a
correcao pelo Te, sendo observada variagdes até 9%). Adicionalmente,
observou-se que o sinal do Co se manteve estavel durante todo o periodo,
portanto, sua correcdo nao foi eficiente. Dessa forma, apenas o Te foi
aplicado como padrdo interno. Os resultados foram também comparados a
calibragdes convencionais como adi¢ao de analito (SA) e calibragdo externa
(Tabela 1.3). Deve-se ressaltar que as solucdes padrao para calibragao
externa foram preparadas em meio de metanol, com a finalidade de se

compatibilizar a matriz.

Tabela 1.3. Valores do P determinados na fracio lipidica empregando a
padronizac¢io interna, adicio de analito e calibra¢io externa.

Piipidio (mg / 100 g amostra) Recuperacao (%)
Padronizacao Interna (Te) 21,1+0,5 95
Adicao de Analito 21,0+ 0,6 95
Calibracao externa 93,0+4,9 420

*Valor de referéncia obtido por cromatografia ionica: 22,2 + 1,5 mg/ 100 g amostra

Como previsto, a calibracdo externa apresentou uma
recuperacao insatisfatéria. Isso pode ser explicado pela andlise de uma
amostra complexa, com alto teor de carbono, o que resulta em criticos efeitos
de matriz e flutuacgdes instrumentais. Esse fato pode ser confirmado por uma
comparacao dos coeficientes angulares obtidos para calibragdo externa e

adi¢do de analito. Aplicando-se uma razdo entre os coeficientes angulares
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dessas calibracdes, observa-se um valor de 2,7, o que representa um aumento

no sinal analitico devido a presenca da matriz.

Alguns trabalhos investigaram o efeito do carbono no sinal
analitico do fésforo. De acordo com Grindlay et al.!'®® o fésforo pode
participar da reacdo de transferéncia de carga com espécies de carbono (C”,
C," e ArC") no ICP-MS. Esse processo € caracterizado pelas reagdes
descritas nas Eq. 1.2 e 1.3. Nesse sentido, devido a transferéncia de carga e
o processo de recombinacdo ion-elétron, a populacdo de atomos excitados

aumenta,!9>-106

C*+M — C + (M) (Eq. 1.2)

MY+ e — M"— M +hv (Eq.1.3)

1.4.4 [Espécies moleculares

Conforme descrito anteriormente, bandas de espécies
moleculares podem ser observadas em um espectro do MIP OES, devido a
presenca de moléculas neutras, idnicas ou radicalares.?*?3* Nesse trabalho,
duas espécies moleculares foram avaliadas para corre¢ao de sinal, sendo elas
N,* (0-0,B2 Y7 — X ?2>%) e OH (0-0, A 2>" — X ?m). Em MIP OES,
essas especies podem ser monitoradas em 391,4 e 309 nm, respectivamente.
Nesse caso, durante a analise, selecionou-se os elementos térbio (Tb) e
niobio (Nb) e a intensidade do sinal maximo da banda foi ajustada

manualmente.

Para a correcdo de sinal empregou-se dois tratamentos, o
primeiro consiste na divisdo do sinal do analito (A) pela espécie molecular
(M), enquanto o segundo foi a multiplicagdo do sinal analitico (A) pela

espécie molecular (M).2%* Esses dois tratamentos foram adotados com base
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AxM

Figura 1.3. Curva de calibracio obtida utilizando a correcio de sinal com a espécie molecular

na premissa que os efeitos no plasma podem afetar diferentemente a espécie
molecular e o analito. Ademais, a curva de calibracao foi construida com os
valores dos tratamentos A/M ou A x M no eixo y e as concentragdes no eixo
x. Da mesma forma que na calibragdo externa, as solugdes padrao foram
preparadas em meio de metanol. Na Fig 1.3 ¢ representada uma curva de

calibracao utilizada para espécies moleculares.
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As recuperagdes obtidas utilizando a correcao de sinal com as
espécies moleculares sdo apresentadas na Tabela 1.4. Observa-se que a
melhor exatidao foi obtida por meio do emprego da espécie molecular OH e
com o tratamento A x M. Nesse caso, a recuperacao foi 94%. Essa correcao
possui vantagens quando comparada a outros métodos de calibragao, pois
nao ¢ requerido o preparo de novas solugdes. Adicionalmente, ndo ha

necessidade de um estudo sistematico para a sele¢do de um elemento, como
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ocorre com o padrao interno. Outra vantagem associada a essas espécies €
que as mesmas podem ser monitoradas em tempo real durante a analise.
Portanto, um diagnéstico do plasma pode ser obtido por meio da razao
N,"/OH e interferéncias associadas ao sistema de introdu¢do de amostra ou

alguma interferéncia espectral serem facilmente corrigidas.

Tabela 1.4. Determinacio do P na fracao lipidica empregando OH e N2+ para a
correcao de sinal

Piipigio (mg / 100 g amostra) Recuperacio (%)
Espécie molecular AxM A/M AxM A/M
N>* 28,0+3,1 189,1 +4,0 126 851
OH 21,0+1,2 51,3+ 8,53 94 231

*Valor de referéncia obtido por cromatografia idnica: 22,2 £ 1,5 mg / 100 g amostra

Para avaliar os efeitos do metanol na intensidade das bandas
moleculares, foram analisadas solu¢des de HNO; 1% (m v!) em meio
aquoso e de metanol 10% e 100% (v v'"). Os espectros obtidos nessas regides
sao apresentados na Fig. 1.4. Observa-se que a presenga do metanol no

plasma aumenta consideravelmente a intensidade do OH e N,".
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Figura 1.4. Efeito do metanol na emissdo das bandas moleculares. (a) OH) e (b) N2*
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1.4.5 Aplicagdo a amostras reais e Limite de deteccao

A aplicacgao das correcdes de sinal foi avaliada em amostras de
carne bovina, ovina, frango e peixe (Tabela 1.5). Nesse caso, os lipidios
foram extraidos conforme o procedimento descrito anteriormente e 0o EGCM
foi operado no valor médio de vazdo. Os resultados obtidos para as duas

estratégias sdo similares.

Tabela 1.5. Determinacao do P na fracao lipidica em amostras de carne empregando
OH e Te como corretores de sinal

Piipidica (mg / 100 g amostra)

Amostra OH Te
Frango 28, 7+1,5 293+2.,5
Bovino 14,6 £ 0,6 153+22
Ovino 24,8 +£0,7 27,0+ 1,5
Ovino (Carcaca) 11,3+1,1 122+1,4
Peixe 17,6 + 0,9 19,5+ 0,53

Os limites de deteccao (LOD) foram estimados de acordo
recomendado pela [UPAC. Nesse caso, o calculo foi feito como trés vezes o
desvio padrdao do branco dividido pela inclinagcdo da curva (coeficiente
angular da curva analitica). Os limites de deteccdo obtidos para as duas
estratégias de correcdo de sinal sdo apresentados na Tabela 1.6. Os valores
encontrados para padronizacdo interna e espécies moleculares foram

proximos.
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Tabela 4.6. Limites de deteccio obtidos empregando OH e Te

Correciao de sinal Tratamento de dados LOD (mg/ 100 g Amostra)

OH Ibranco X IOH 255

Te Ibranco / ITe 2:7

1.5 Conclusoes parciais

A anélise de fosforo a partir dos fosfolipidios por MIP OES foi
possivel por meio de uma diluigdo simples em metanol e aplicagdo de
correcdo de sinal. Esses resultados indicam novas aplicagdes para essa
técnica, além de tornd-la como um método alternativo aos procedimentos
cromatograficos. Nesse contexto, o uso da padronizacao interna (Te) e das
espécies moleculares (OH) foi efetivo para minimizar os efeitos de matriz e
as flutuacoes instrumentais e, dessa forma, aumentar a exatidao. Portanto,
com essas estratégias foi possivel aumentar a frequéncia analitica, pois apos
a extracdo dos lipidios, nenhuma etapa adicional ¢ necessaria. A aplicagao
das espécies moleculares possui vantagens em relacdo aos métodos
tradicionais, como ndo ser requerido o preparo de novas solugdes (adigdo de
novos analitos a amostra). Ademais, como demostrado por Williams et al.?®,

as espécies moleculares também podem ser empregadas para um diagnostico

do plasma durante uma analise.
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Capitulo 2

Microextracdo liquido-liquido dispersiva
como estrategia para determina¢do de
molibdénio em carnes por MIP OES



1.1 INTRODUCAO

O molibdénio (Mo) ¢ um elemento essencial para satde
humana. De acordo com US Food and Nutrition Board (FBN) a ingestao
diaria recomendada desse elemento ¢ 17 pg para criangas com idade entre 1
e 3 anos, 45 ug para adultos e 50 para gestantes e lactantes.!’” No organismo,
0 Mo atua como cofator de importantes enzimas, tais como nitrato redutase,
xantina desidrogenase, aldeido oxidase e sulfito oxidase. Por outro lado,
estudos realizados em animais verificaram que a alta concentragdo de
molibdénio resulta em uma deficiéncia de cobre.!19%:19 A ocorréncia desse
elemento estd associada aos processos industriais, tais como industria
metalirgica, pigmentos e lubrificantes. Ademais, 0 Mo ¢ comumente

adicionado em fertilizantes.!'®

Nas carnes, apesar do Mo ser encontrado em baixas
concentragdes, esse alimento ¢ considerado como fonte desse elemento. A
quantidade de Mo que pode ser encontrado varia de acordo com a raga do

O Nesse contexto, ha varios

animal, bem como o tipo de alimentagdo.'!
estudos que objetivam o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinacdo de Mo em carne. A espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) ¢ uma dessas técnicas.!!! Isso se deve
principalmente a sua alta sensibilidade, no entanto, o seu elevado custo de

aquisi¢do e operagdo limita sua aplicacdo rotineira.!”*

A espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por
micro-ondas opera com um plasma de nitrogénio. O uso do N, resulta em
uma significativa reducao de custo quando comparado ao argonio. Ademais,
nessa técnica ha a opcao de se empregar um gerador de nitrogénio, o qual
dispensa a aquisi¢do de recargas de cilindro de gases.?* Por outro lado, essa
técnica € caracterizada por ser mais susceptivel aos efeitos de matriz por

causa da baixa temperatura do plasma (5000 K)., o que adicionalmente, leva
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a uma menor sensibilidade 2’27 Nesse contexto, muitos trabalhos tém
investigado estratégias que permitam minimizar essas limitagdoes e, dessa
forma, ampliar a aplicabilidade do MIP OES. Sistemas alternativos de
introducao de amostras como o vapor frio (CV) e a geracao de hidretos (HG)

foram propostos para aumentar a sensibilidade.**-!1113

Os métodos de pré-concentracdo também vEém sendo
explorados para o aumento da sensibilidade no MIP OES. A extracdo
liquido-liquido foi proposta para a determinagdo de Cd, Co, Cu, Ni, Pb e Zn
em agua, com o emprego de um sistema bifasico composto por brometo de
tetrahexilamodnio. Os limites de deteccao obtidos por esse método variaram
de 0,06 (Cu) a 4,9 (Co) ng L 1.1 O uso da extragdo em fase solida para a
determinacdo de contaminantes em carne foi avaliado por Sa et al.?!. Os
autores utilizaram um material composto de silica durante a etapa de preparo
de amostras e os fatores de pré-concentra¢do variaram de 6 (Hg) a 26 (Cu e

1.1 aplicaram a co-precipitagdo com o

Zn).Recentemente, Moreira et a
hidréxido de magnésio para a determinagao de As (V), Cd (II), Cr (III), Co
(1), Cu (II), Mn(VII), Hg(Il), Ni(II), V(V) em amostras de peixes e

crustaceos. !

A microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) ¢ uma
estratégia descrita na literatura e comumente utilizada para o aumento da
sensibilidade.!'>!!¢ Esse tipo de pré-concentragio tem sido utilizado para
diversas técnicas, como espectrometria de absor¢do atdmica em chama e
espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite.!'”!'8 A DLLME
consiste na aplicagdo de um conjunto de solventes extrator, dispersor e
complexante. Geralmente, o extrator ¢ insolivel no meio da amostra,
portanto ¢ requerido um complexante para tornar o analito solivel. O
solvente dispersor ¢ utilizado para criar uma interface entre o extrator ¢ a

amostra. A Fig. 2.1 demonstra como um sistema de DLLME ¢ composto.
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Agua + dispersor

-

- Canalito)

Figura 2.1. Representa¢iao da microextracio liquido-liquido dispersiva (DLLME)

As vantagens da microextracdo liquido-liquido dispersiva

consistem em ser um método simples e no baixo consumo de reagentes.''®!

1.2% investigaram o uso do DLMME para anélise de Cd em 4gua

Serrano et a
por MIP OES. Os autores avaliaram o cloroformio e solventes
supramoleculares (1- decanol e tetraidrofurano) como solventes extratores.
Adicionalmente, estudos fundamentais para avaliar os efeitos de matriz no

plasma de nitrogénio foram realizados.

2.1 OBJETIVOS

Esse capitulo teve como objetivo avaliar a combinacdo da
microextragado liquido-liquido dispersiva € o MIP OES para determinagao de
molibdénio em carne de ovinos. Para esse estudo, foi empregado o
planejamento de misturas para a selecao dos solventes extrator e dispersor.
Ademais, o uso do planejamento experimental Box-Behnken foi explorado
para estabelecer as condi¢des 6timas da DLLME.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Equipamentos

Os experimentos foram realizados empregando um
espectrometro de emissao Optica com plasma induzido por micro-ondas
(4200 MP-AES, Agilent Technologies, Melbourne, Australia). Em conjunto
a esse equipamento, foi utilizado um gerador de nitrogénio (Agilent
Technologies, modelo 4107, Melbourne, Australia). A espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (IPC-MS) foi utilizada para
obter resultados de referéncia. Um ICP-MS (Modelo 7800, Agilent
Technologies, Melbourne, Australia), equipado com uma cela pressurizada
como Hélio 99.9% de pureza (White Martins-Praxair, Sertdozinho, SP,
Brasil). Os parametros instrumentais empregados para o MIP OES e ICP-
MS sdo apresentados na Tabela 2.1. A digestdo das amostras de carne foi
realizada em um forno de micro-ondas com cavidade (Ethos 1, Milestone,

Sorisole, Italia).
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Tabela 2.1. Parametros operacionais do MIP OES e ICP-MS para determinagio de

Mo em carne.

MIP OES

Condig¢oes operacionais

Frequéncia de operacao (MHz)
Poténcia de operacao
Vazdo do gas de nebulizagio (L min™)
Posicao de observagao do plasma
Tempo de estabilizacao (s)
Correcao de fundo
Tempo de integragao (s)
Nebulizador
EGCM
Camara de nebulizagdo

Comprimento de onda

2450
1,0
0,5
-30
10
Auto
3
OneNeb series 1
Médio (0,75 L min!)
Ciclonica, duplo passo

379,8 nm

ICP-MS

Condigdes operacionais

Poténcia RF (kW)
Profundidade de amostragem (mm)
Vazdo do gas do plasma (L min™!)
Vazio do gés auxiliar (L min!)
Vazdo do gas de nebulizagio (L min™)
Velocidade da bomba de nebulizagao (rps)
Tempo de estabilizagdo (s)
Tempo de integragao (s)

Gas makeup/dilui¢do (L min!)
Vazdo do gas He (mL min™!)
Nebulizador
Camara de nebulizagdo

Razdo m/z

1550
10
15,0
1,0
0,42
0,1

20

0,3

0,6
4,5

Micromist
Tipo Scott, duplo passo

98
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2.2.2 Amostras, solugoes e reagentes

Agua desionizada obtida pelo sistema de purificagio
(resistividade > 18, Milli-Q™, Millipore, Bedford, MA, EUA) foi
empregada para o preparo das solugdes. Para a digestao acida, empregou-se
acido nitrico (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil) previamente purificado
por subdestilagdo (Milestone, Italia) e perdxido de hidrogénio 30 % m v’!

(Synth,).

Os seguintes solventes foram empregados nesse trabalho:
Acetona (99,5%, Qhemis, Jundiai, SP, Brasil), acetonitrila (99,8%, Merck,
Darmstadt, Alemanha), metanol (99,8%, Quimex, Sao Paulo, SP Brasil),
etanol (99,5%, Labsynth), tetracloreto de carbono (99,8%, Merck),
tricloroetileno (99,5%, Neon, Suzano, SP, Brasil) e cloroformio (99,8%,
Labsynth). As solugdes padrao de Mo foram preparadas a partir da diluigcao
de uma solugio estoque de 1000 mg L' (Qhemis Sio Paulo, Brasil).

O material de referéncia certificado de figado bovino (Bovine
liver, 1577c, NIST, National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, EUA) foi utilizado para avaliar a exatidio do método.
Seis amostras de carne ovina foram obtidas em mercados locais de Sdo
Carlos (Sao Paulo, Brasil). Essas amostras foram liofilizadas e moidas em

um moinho criogénico (MA775, Marconi, Piracicaba, Brasil).

2.2.3 Preparo de amostra

Massas de 100 mg de amostras de carne foram digeridas em
meio 8 mL de 4cido nitrico (4,2 mol L") e 2 mL de perdxido de hidrogénio
30% (m v!). A digestdo foi realizada em um forno com cavidade assistido
por radiacdo micro-ondas. O programa de aquecimento consistiu em uma

rampa por 20 min até atingir 200 °C e um patamar de 20 min em 200 °C.
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Apo6s o resfriamento, as amostras foram transferidas para um tubo tipo

Falcon e o volume foi ajustado para 30 mL com agua.

2.2.4 Selecdo dos solventes extrator e dispersor

Para a escolha dos solventes extrator e dispersor foi realizado
um experimento de mistura. Nesse caso, avaliou-se como solventes
dispersores metanol, acetonitrila e acetona. Para solventes extratores, foram
investigados cloroformio, tetracloreto de carbono e tricloroetileno. Uma
solucdo de Mo (10 ug/L) foi utilizada. Em todos os experimentos, o pH foi
ajustado para 3,8 com 0,1 mL de tampdo acetato (1,0 mol L1). A 8-
hidroxiquinolina (1% m v™') foi utilizada como agente complexante e, nesse
caso, foi adicionado 0,1 mL. Como reposta selecionou-se a intensidade de
sinal do Mo no MIP OES. Os niveis estudados e os respectivos volumes para

os solventes para esse planejamento sao apresentados na Tabela 2.2.

2.2.5 Otimizacgdo dos pardmetros experimentais da DLLME

Os parametros da microextracao liquido-liquido dispersiva
como pH, volume do solvente dispersor e extrator e concentracao do agente
complexante foram otimizados por meio de um planejamento Box-Behnken.
Nesse caso, o planejamento foi construido em trés niveis (-1, 0 e 1), dessa

forma totalizando 27 experimentos (Tabela 2.3).

2.2.6 Microextragdo liquido-liquido dispersiva

Para a extracdo do Mo, 10 mL da amostra digerida foram
utilizados. Em seguida, o pH foi ajustado para 3,8 com tampao acetato e 0,1
mL de 8-hidroxiquinolina (1% m v') foi adicionado. Uma solugio contendo
o solvente extrator e dispersor foi rapidamente injetada por uma seringa. As
fases foram separadas empregando centrifugacao (3000 rpm) por 3 min. A
fase organica contendo o analito foi coletada com uma micropipeta € o

volume foi1 ajustado para 500 uL com metanol.
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Tabela 2.2. Niveis estudados e seus respectivos volumes utilizados nos planejamentos

de mistura.

Niveis estudados

Solvente extrator 0 0,3 0,5 1
Tetracloreto de 0 33,33 50 100
carbono (uL)

Tricloroetileno (uL) 0 33,33 50 100
Cloroférmio (uL) 0 33,33 50 100
Solvente dispersor 0 0,3 0,5 1
Acetonitrila (uL) 0 33,33 50 100
Metanol (uL) 0 33,33 50 100
Acetona (uL) 0 33,33 50 100
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Tabela 2.3. Planejamento experimental Box-Behnken empregado para otimizacao
da DLLME.

Experimento pH Concentracdo de [8-HQ] (mmol L'') Dispersor (uL) Extrator (uL)

1 2,5 (-1) 0,344 (-1) 500 (0) 125 (0)
2 2,5 (-1) 1,72 (1) 500 (0) 125 (0)
3 5,5(1) 0,344 (-1) 500 (0) 125 (0)
4 5,5(1) 1,72 (1) 500 (0) 125 (0)
5 4,0 (0) 1,03 (0) 250 (-1) 50 (-1)
6 4,0 (0) 1,03 (0) 250 (-1) 200 (1)
7 4,0 (0) 1,03 (0) 750 (1) 50 (-1)
8 4,0 (0) 1,03 (0) 750 (1) 200 (1)
9 2,5 (-1) 1,03 (0) 500 (0) 50 (-1)
10 2,5 (-1) 1,03 (0) 500 (0) 200 (1)
11 5,5(1) 1,03 (0) 500 (0) 50 (-1)
12 5,5(1) 1,03 (0) 500 (0) 200 (1)
13 4,0 (0) 0,344 (-1) 250 (-1) 125 (0)
14 4,0 (0) 0,344 (-1) 750 (1) 125 (0)
15 4,0 (0) 1,72 (1) 250 (-1) 125 (0)
16 4,0 (0) 1,72 (1) 750 (1) 125 (0)
17 2,5 (-1) 1,03 (0) 250 (-1) 125 (0)
18 2,5 (-1) 1,03 (0) 750 (1) 125 (0)
19 5,5(1) 1,03 (0) 250 (-1 125 (0)
20 5,5(1) 1,03 (0) 750 (1) 125 (0)
21 4,0 (0) 0,344 (-1) 500 (0) 50 (-1)
22 4,0 (0) 0,344 (-1) 500 (0) 200 (1)
23 4,0 (0) 1,72 (1) 500 (0) 50 (-1)
24 4,0 (0) 1,72 (1) 500 (0) 200 (1)
25 4,0 (0) 1,03 (0) 500 (0) 125 (0)
26 4,0 (0) 1,03 (0) 500 (0) 125 (0)
27 4,0 (0) 1,03 (0) 500 (0) 125 (0)
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Selegdo dos solventes extrator e dispersor e otimizacdo do
DLIME

A escolha dos solventes dispersor e extrator na DLLME
influenciam criticamente a etapa de microextragcdo devido a suas propriedas
fisico-quimicas. O solvente extrator ideal deve possuir uma alta afinidade
com o complexo formado com o analito. Por outro lado, o solvente dispersor
deve criar uma interface entre o solvente extrator e a fase aquosa contendo a
amostra. Nesse contexto, a selecdo dos solventes dispersor e extrator foi
baseada nos resultados do planejamento de mistura. Os diagramas ternarios
apresentados nas Fig. 2.2 e 2.3 foram construidos a partir das respostas
(intensidade de Mo). Os resultados obtidos indicaram que tetracloreto de
carbono e o tricloroetileno, na forma pura, possuiram o melhor desempenho
como solventes extratores. Para o solvente dispersor, observa-se que a maior
intensidade foi encontrada com o metanol. Portanto, o tetracloreto de

carbono e o metanol foram selecionados para os proximos experimentos.
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Cloroformio

0,00,1,00

>0,9
<0,9
<0,8
<0,7
<0,6

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Tricloroetileno Tetracloreto de carbono

Figura 2.2. Superficie de resposta obtida para os planejamentos de mistura para sele¢do do solvente extrator.

Acetonitrila
0,00,1,00

Il > 0,9
<0,9

/ 1 o Il <0,8
0,75/ ~ \025 Em<0°
<o,
1 < 0,5
I <04

1 ,00 < : - = - 4 > 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Metanol Acetona

Figura 2.3. Superficie de resposta obtida para os planejamentos de mistura para seleciio do solvente dispersor.

53



Os parametros (pH, concentragdo e volumes dos solventes
dispersor e extrator) podem afetar o desempenho da DLLME, portanto uma
otimizagdo foi realizada aplicando o planejamento experimental Box-
Behnken.!'"® No ponto central foram realizadas trés replicatas. Nesse sentido,
a intensidade do Mo foi selecionada como resposta ¢ um modelo matematico,
descrito pela equacao de segunda ordem (Eq. 2.1), foi obtido. Os parametros
[8-HQ], DV e EV representam a concentragao do complexante, o volume do

solvente dispersor e o volume do extrator, respectivamente.

Intensidade = 6803,5 . g1 +2284,7 335 (pH) — 3133,9 2516 (pH)* + 823,4 .
126 ([8-HQJ) + 2463,8 - 4724 ([8-HQI)> + 624,7 + 472 (DV)? + 2003,3 - 400 (EV)
+4996,2 551 (EV)? - 587.4 1 565 (pH x [8-HQ]) — 209,6 - 565 (pH x DV) +
2243,8 1393 (pH X EV) - 552,67 . 565 ([8-HQ] x DV) - 3546,7 - 565 ([8-HQ]
x EV) +2035,6 » 565 (DV x EV) (Eq. 2.1)

Por meio da analise do modelo, foi verificado que apenas o
termo linear do volume do solvente dispersor ndo foi estatisticamente
significativo. Adicionalmente, o sinal negativo em algumas interagdes dos
parametros, por exemplo, pH e concentracdo do complexante, indicam que
esses parametros devem ser aplicados em niveis opostos. A interagdo
quadratica do pH também apresentou um sinal negativo, o que pode estar
relacionado ao seu valor intermedidrio ser mais adequado para a formacgao

do complexo Mo-8-HQ.

A analise de varidncia foi realizada a 95% de confianca e o
coeficiente de correlagdo estimado foi 0,9. Portanto, isso indica uma
satisfatoria concordancia entre os valores determinados e preditos pelo
modelo. Ademais, os residuos obtidos foram aleatorios e baixos. A resposta
maxima foi determinada empregando o critério de Lagrane, sendo que a
condi¢do Otima estabelecida foi de pH igual a 3,8, 90 uL de tetracloreto de

carbono, 480 uL de metanol ¢ 1,09 x 10* mol L! do agente complexante.
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2.3.2 Desempenho Analitico

Os parametros analiticos como fator de pré-concentragao,
coeficiente de determinagdo da curva analitica (R?), faixa linear e limite de
deteccao (LOD) do método proposto sao apresentados na Tabela 2.4. O fator
de enriquecimento foi calculado pela razdo do coeficiente angular da curva
com e sem pré-concentragdo. Adicionalmente, o limite de deteccdo foi
calculado conforme recomendado pela [IUPAC. Nesse caso, o desvio padrao
(0) de dez réplicas auténticas do branco foi utilizado. O LOD foi calculado
como trés vezes o desvio padrdo dividido pelo coeficiente angular da curva.
A exatiddo foi estimada empregando um material de referéncia de figado
bovino (NIST 1577¢) com valor certificado de 3,30 + 0,13 pg g!. Nesse
caso, o valor determinado foi 3,03 £+ 0,20 pg g™!, o que corresponde a uma

recuperacado de 92%.

Tabela 2.4. Parametros analiticos obtidos combinando DLLME e MIP OES.

Parametro Valor
Curva de calibracio Intensidade = 174,74 [Mo, ug L]+ 191,78
R? 0,99
Faixa de trabalho 0,6 —100 pg L'
LOD 0,20 ug g!
Fator de enriquecimento 4,5

A tabela 2.5 mostra estudos descritos na literatura que
empregaram a DLLME para analise de molibdénio. Verifica-se por
comparagdo que o fator de pré-concentracdo obtido nesse trabalho (4,5),
apesar de atingir o propdsito estabelecido, foi inferior aos outros relatados
na literatura. Isso pode estar associado ao uso de menor quantidade de

amostra utilizada. Outra questdo ¢ o uso do mddulo de controle de gés
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externo (EGCM), o qual tem a fun¢do de introduzir ar no plasma. O uso do
EGCM foi requerido devido a introducao direta de metanol no plasma. Nesse
caso, esse modulo proporciona maior estabilidade ao plasma de nitrogénio,
bem como o evita a deposi¢io de carbono na tocha.”® Por outro lado, a adi¢do
de outros gases no plasma, como o oxigénio, pode aumentar o sinal de fundo,
devido a formagio de espécies moleculares.'?! No entanto, deve-se ressaltar
que com o emprego do EGCM nao foi necessario realizar uma etapa
adicional de preparo de amostra para a remocdo do solvente organico,
resultando em maior frequéncia analitica e menores riscos de perda,
contaminacao e erros experimentais. Outros autores chegaram a conclusdes

4 utilizaram o EGCM como estratégia para

semelhantes. Santos et al. '°
minimizar os efeitos do s6dio no plasma durante a determinagdo de Si em
fertilizante. O valor do limite de detecgdo (0,40 g kg™) foi superior quando

comparado a métodos que nao utilizam a introdugdo de ar no MIP OES.
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Tabela 2.5. Procedimentos de pré-concentracio descritos na literatura para a determinacio de Mo

Fator de
Amostra Procedimento LOD Técnica Referéncia
enriquecimento
Carne e amostras
Microextragao liquido-liquido dispersiva 200 0.03% ETAAS 122
agropecuarias
Microextragdo em Gota Organica
Bebida e alimento 133 0.01° GFAAS 123
Solidificada Assistida por Vortex
Planta Microextragdo liquido-liquido dispersiva 246 17? ICP OES 124
Agua Microextragao liquido-liquido dispersiva 75 0.013° ETAAS 119
Microextragdo em Gota Organica
Planta 67 4.9° FAAS 125
Solidificada Assistida por Vortex
Presente estudo Microextragdo liquido-liquido dispersiva 4,5 2002 MIP OES -

a(ngkg");b(pgLh)

ETAAS — Espectrometria de absor¢ao atobmica com atomizacao eletrotérmica
GFAAS — Espectrometria de absor¢do atomica em forno de grafite
ICP OES — Espectrometria de emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente
FAAS — Espectrometria de absor¢ao atdmica em chama



2.3.3 Aplicagoes a amostras reais

Seis amostras de carne ovina foram digeridas e analisadas pelo
procedimento proposto de DLLME e MIP OES. Os resultados sao
apresentados na Tabela 5.7. Ademais, essas amostras também foram
analisadas por ICP-MS. Aplicando um teste t, verifica-se que os resultados
obtidos para as duas técnicas foram estatisticamente semelhantes. Portanto,
isso também indica uma exatiddo para o uso da microextracdo liquido-

liquido dispersiva.

Nesse trabalho, as concentracdes de molibdénio em amostras de
carne ovina variaram de 1,66 a 2,37 mg kg™ (Tabela 2.6). MacLachan et al.
1 determinaram Mo em amostras de musculos de ovinos originarios da
Austrélia. As concentragdes encontradas situaram-se entre 0,006 — 0,20 mg
kg'. Marcano et al.> empregaram o ICP-MS e a estratégia de calibragdo
multi-isotopica para a quantificacdo de Mo em carcagas de ovinos € o0s
valores foram 0,58 mg kg'! e 0,30 mg kg!. Machado e Tissot'?
determinaram Mo em amostras de carne bovina, sendo determinado
concentragdes entre 8.7 - 14.2 ug kg!'. De acordo com os resultados obtidos
e com os reportados na literatura, observa-se uma ampla faixa de
concentracao determinada. Isso pode ser explicado em razao de que os niveis
de elementos na carne sdo diretamente influenciados pela producao animal.
Portanto, fatores como dieta administrada, tipo de confinamento e grupos

genéticos podem afetar os teores presentes de Mo na carne.
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Tabela 2.6. Teores de Mo determinados em amostras de carne de ovinos por
DLLME-MIP OES e ICP-MS.

Amostra DLLME - MIP OES (ugg') ICP-MS (ngg™)

1 2,37+0,23 2,80 £0,21
2 2,08 £0,05 2,52+0,01
3 1,69 £0,19 1,30 £ 0,02
4 1,92 £0,15 2,02+0,13
5 2,10+ 0,20 1,92 £ 0,09
6 1,66 +£0,01 1,79 £ 0,24

2.4 Conclusoes parciais

O uso da microextragdao liquido-liquido dispersiva foi uma
estratégia eficiente para aumentar a sensibilidade do método analitico. Nesse
sentido, foi possivel a determinagdo de molibdénio em amostras de carne. A
combinagdo da DLLME e MIP OES resultou em um procedimento com
exatiddo satisfatoria (recuperacdo 92%) e sensibilidade adequada para essa
finalidade. Os resultados obtidos pela DLLME-MIP OES para amostras reais
foram comparaveis ao ICP-MS. Adicionalmente, o uso do moddulo de
controle de gas externo (EGCM) possibilitou a introducao direta de solvente
organico. O EGCM proporciona maior estabilidade ao plasma e evita a
deposicao de carbono na tocha. Portanto, etapas de preparo de amostra
adicionais para a remocao do solvente ndo sdo necessarias, resultando em
uma maior frequéncia analitica. Por outro lado, caso seja necessario alcancgar
um fator de pré-concentragdo maior, pode-se empregar alternativas como o
aumento da massa da amostra e utilizacdo de micronebulizadores para se

evitar fatores de dilui¢des altos.
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Capitulo 3

Avaliacdo do desempenho de diferentes
nebulizadores em espectrometria de emissdo
optica com plasma induzido por micro-ondas



3.1 INTRODUCAO

O sistema de introducao de amostra pode afetar criticamente os
parametros analiticos durante uma andlise pelas técnicas com fonte de
plasma. Outros fatores envolvendo as propriedades fisicas e quimicas da
matriz, como a presenca dos elementos facilmente ionizaveis, viscosidade,
tensdo superficial e teor de solidos dissolvidos também podem influenciar o
processo de nebulizacdo. Nesse contexto, a escolha de um nebulizador

apropriado ¢ importante para a boa exatiddo e precisdo dos resultados.%12¢

129 Idealmente, um nebulizador deve possuir as seguintes caracteristicas: (a)
formar aerossois finos e reprodutiveis; (b) operar em amplos intervalos de
vazao; (c) ser quimicamente inerte & matriz, de forma que nao afete no

branco analitico.'3°

Atualmente, nebulizadores pneumadticos sdao comumente
utilizados para técnicas espectroanaliticas com fonte de plasma. Nesses
nebulizadores, o aerossol ¢ formado por meio da colisdo do gas de
nebulizagdo em alta velocidade com o fluxo de liquido da amostra. Como
exemplo de nebulizadores pneumaticos, pode-se citar o concéntrico, fluxo
cruzado (cross-flow), V-groove Babington, caminho paralelo aprimorado

(Enhanced Parallel Path)."*°

Slachcinski'®! investigou o uso de um nebulizador com fluxo
focado (Flow Focusing Pneumatic Nebulizer, FFPN) em MIP OES. Nesse
estudo, o plasma era composto por argéonio e hélio. Os resultados foram
comparados a um nebulizador do tipo V-groove Babington. Em relagdo a
reprodutibilidade, o FFPN apresentou desvios padrao relativos entre 5 e 8%.
Os limites de detec¢do foram abaixo de 1 pg L'. A exatiddo desse
nebulizador foi avaliada por meio de materiais de referéncia (sedimento de
solo e figado de peixe)."*? O uso de micronebulizadores pneumaticos foi

avaliado para o MIP OES operado com um plasma de argonio e hélio. Os

61



micronebulizadores micro3, fluxo focado (flow focusing) (FFPN) e um
microcapilar (NAR-1) foram compardveis a um nebulizador concéntrico
convencional.

Nebulizadores com tecnologia Flow Blurring tém sido
utilizados para constru¢do desses componentes. Esse principio foi
inicialmente proposto por Ganan-Célvo'*® e atualmente sdo registrados com
nome comercial OneNeb (Agilent Technologies). No MIP OES, esses
nebulizadores sao amplamente empregados para diversas matrizes, tais como
alimentos, tecidos vegetais e fertilizantes. Ademais, hd& um nUmero
significativo de registros do uso do nebulizador OneNeb para amostras
orginicas. Donati et al.!% determinaram Cr, Ni, Pb, e V em gasolina e etanol
por MIP OES. Os autores empregaram uma diluigdo simples e o preparo de
microemulsdes como preparo de amostra. As recuperagdes obtidas variaram
entre 84 € 123% e os limites de detecgdo foram de 0,3 a 60 pug L. Amais et
al.”8, empregaram esse nebulizador para a determina¢do de Si em amostras
de diesel e biodiesel. Os resultados indicaram um bom desempenho analitico,
sendo a repetibilidade menor que 2%, com recuperagdes variando entre 80 e
103%. Os limites de deteccdo calculados foram entre 5 € 20 pg L', Azcarate
et al.’®* utilizaram esse nebulizador para analise de metais em Oleos
lubrificantes. As amostras foram introduzidas no MIP OES como emulsodes
compostas por xileno, Triton-114 e 4gua.

Os nebulizadores ultrassonicos também foram descritos para o
MIP OES. Nesse sistema de introdugdo, o liquido ¢ transferido para uma
superficie solida vibratoria, como um transdutor piezoelétrico. Dessa forma,
um filme € gerado a medida que o liquido vai se posicionando na superficie.
O aerossol ¢ formado quando amplitude da vibragao aumenta de forma que
as cristas das ondas no liquido colapsam.”*® Matusiewicz et al.*
empregaram um micronebulizador ultrassonico com sistema microcapilar

combinado com a geragao de hidretos para a determinagdo de As, Bi, Sb, Se
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e Sn. Os limites de detecgio obtidos foram de 1 a 2 ng L e a precisdo foi de

aproximadamente 2 - 3%.

3.2 OBJETIVO

Esse capitulo teve como objetivo principal avaliar criticamente
nebulizadores comerciais (Concéntrico, MiraMist, Onebeb series 1 € 2) em
espectrometria de emissao Optica com plasma induzido por micro-ondas.
Para essa finalidade, os paradmetros fundamentais do plasma (temperatura e

densidade eletronica) e o desempenho analitico foram estimados.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Equipamentos

Os experimentos foram realizados empregando um
espectrometro de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas
(4200 MP-AES, Agilent Technologies, Melbourne, Australia). Em conjunto
a esse equipamento, foi utilizado um gerador de nitrogénio (Agilent
Technologies, modelo 4107). A Tabela 3.1 apresenta os parametros
operacionais para o MIP OES. A digestdo dos materiais de referéncia foi
realizada em um forno de micro-ondas com cavidade (Multiwave 3000,

Anton Paar GmbH, Graz, Austria).

Quatro nebulizadores comerciais foram utilizados nesse
trabalho: Concéntrico (Tipo A, Meinhard), Mira Mist (PEEK, Burgener
Research Inc.), OneNeb series 1 e 2 (Agilent Technologies).

63



Tabela 3.1. Paradmetros operacionais do MIP OES utilizados para avaliacdo dos
nebulizadores.

Parametros instrumentais Condicao operacional
Frequéncia de operacao (MHz) 2450

Poténcia (kW) 1,0

Vazio do gas de nebuliza¢do (L min') 0,5

Vazio do gas externo (L min™) 19,5

Vazio do gis intermediario (L min™) 1,5

Posicao de observaciao do plasma -30

Tempo de estabilizacio (s) 15

Correcao de fundo Auto

Tempo de integracao (s) 3

Replicatas 3

Camara de nebulizac¢ao Ciclonica (50 mL de capacidade)
Analitos Comprimento de onda (nm)

Al 396,40 (1)

Ca 393,37 (1)

Cr 425,43 (1)

Cu 324,75 (1)

Fe 248,33 (1), 280,21 (I), 280,27 (I) , 285,10

(I), 344,10 (I), 358,12 (I), 371,99 (I),
373,49 (I), 373,71(I), 374,95(I), 382,08
), 382,59 (I), 385,99 (I), 388,63 (I),

404,58 (1), 438,35 (1)

Mg 280,27 (1), 285,21 (I)
Mn 403,08 (1)
Zn 213,86 (I)

I — Linha atomica; II — Linha ionica
3.3.2 Reagentes, solugoes padrdo e amostras

Todas as solugdes foram preparadas utilizando 4agua
desionizada (Resitividade > 18.2 MQ cm) obtida por um sistema Milli-Q de
purificagdo de agua (Millipore, Bedford, MA, EUA). O écido nitrico (Synth,
Diadema, SP, Brasil) foi previamente purificado por um aparato
subdestilador (Modelo BSB-939-1R, Distillacid, Berghof, Alemanha). O
peroxido de hidrogénio 30 % m v! (Sigma Aldrich, Suiga) foi utilizado
durante a etapa de digestdo. Etanol (Alphatec, Sao José dos Pinhais, Brasil),
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acido sulfurico (Alphatec), e biftalato de potassio (Synth, Diadema, SP,
Brasil) foram usados para o preparo de solucdes. As solucdes padrao de Al,
Ca, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn foram preparadas a partir da diluicdo das solucdes
estoques de 1000 mg L' (Fluka, Buchs St. Gallen, Suécia). As faixas de
trabalho utilizadas foram 0,05 — 8,0 mg L! para Cu, Cr, Mn e Zn e para Al,
Ca, Fe variaram de 0,50 a 80 mg L.

Os materiais de referéncia utilizados nesse trabalho para avaliar
a exatidao foram folhas de tomate (NIST 1570), fertilizante mineral (NIST
695), figado de peixe (NRC DOLT-5) e hepatopancreas de lagosta (NRC
TORT-3). Uma amostra comercial de cachaga adquirida em Sao Carlos (Sao

Paulo, Brasil) foi utilizada devido ao seu elevado teor alcodlico.

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Desenho dos nebulizadores

Os nebulizadores comerciais empregados nesses estudos foram
o Concéntrico, MiraMist, OneNeb series 1 e 2. As principais caracteristicas,
como material, didmetro do capilar da amostra e vazao sao apresentados na

Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Informacoes dos desenhos dos nebulizadores empregados.

Diametro do capilar da  Vazido da amostra

Nebulizador Material amostra (mm) (mL min™)
OneNeb series 2 ETFE 0,5 0,04-2,0
OneNeb series 1 High-tech PFA 0,5 0,04 -2,0
MiraMist PEEK 0,5 0,2-2,5
Concéntrico Quartzo 0,5 0,1-1,0
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O nebulizador concéntrico possui dois capilares, sendo um
utilizado para passagem do liquido, enquanto o segundo € para o gas. Nesse
nebulizador, emprega-se o efeito Venturi para a formagado do aerossol. Nesse
caso, o gas em alta velocidade entra em contato com o liquido
tangencialmente. Esse nebulizador ¢ comumente utilizado em
espectrometria atdbmica € possui um custo de aquisi¢do baixo. O material
desse nebulizador ¢ composto por quartzo, portanto seu uso ¢ limitado em
amostras que empreguem acido fluoridrico. Como outras limitagdes devido
a susceptibilidade a entupimentos também sao descritas, o concéntrico €
mais adequado para solugdes com baixo teor de sélidos dissolvidos. Nesse
trabalho, o nebulizador concéntrico utilizado foi o tipo A, no qual o capilar

do liquido esta alinhado com o orificio de saida.!?7:130:135

O nebulizador MiraMist possui dois capilares paralelos, dessa
forma o liquido entra em contato com gés pela tensao superficial. O desenho
empregado para esse nebulizador ¢ chamado de caminho paralelo
aprimorado (enhanced parallel path), o que resulta em uma melhor
estabilidade e uma maior tolerancia com so6lidos dissolvidos. O material
utilizado para produgdo desse nebulizador pode ser PEEK e o PTFE.
Portanto, para o PEEK ¢ permitida a introducdo de solugdes de acidos e
solventes organicos diluidos. Por outro lado, o PTFE ndo apresenta restri¢ao

a nenhuma matriz.!27-130:136

O principio Flow Blurring, o qual ¢ empregado nos
nebulizadores OneNeb series 1 e 2 € considerado um avango do Fluxo focado
(flow focusing). Cabe ressaltar que esses nebulizadores dependem de uma
geometria especifica (Fig. 3.1). Para que aconteca o mecanismo do Flow
burring, a razao entre a distancia entre o capilar do liquido e o orificio de
saida (H) e o diametro (D) deve ser menor que 0,60. Caso contrario, se H/D

for maior que 0,60, os mecanismos para o flow focusing sao observados.
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Nesse caso, o gas fica perpendicular ao eixo de simetria e o aerossol ¢ gerado
a partir do fluxo de gas que interage com o liquido de forma turbulenta.!3%!33
O Flow blurring ¢é caracterizado pela sua alta eficiéncia de formacao de

aerossol em relag¢do aos outros nebulizadores pneumaticos.'*

Liquido

Figura 3.1. Desenho do nebulizador com tecnologia flow blurring e flow focusing

O material do nebulizador OneNeb series 1 ¢ composto por
PFA e PEEK, portanto ¢ possivel a sua aplicacdo para solucdes contendo
solventes organicos e altas concentracoes de dacidos, inclusive HF.
Adicionalmente, a geometria desse nebulizador permite a introducao de
solugdes com altos teores de solidos dissolvidos.!3%!37 Recentemente, a
Agilent Tecnologies langou o OneNeb series 2, o qual possui as mesmas
caracteristicas do seu antecessor. As mudancas introduzidas foram o capilar

da amostra removivel, o que permite facilmente a sua troca quando
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necessario. Adicionalmente, o OneNeb series 2 € fabricado a partir do etileno
tetrafluoroetileno, o qual possui uma superficie mais lisa. Dessa forma, o
desempenho durante a etapa de limpeza e a robustez sdo aumentados.'*® Os
desenhos que representam os quatro nebulizadores utilizados nesse trabalho

sdo apresentados na Fig. 3.2.

(a)

Amostra —

R

Nitrogénio

(b)
A

Amostra — w
/

Nitrogénio

()
Amostra — 0

N
!

Nitrogénio

Figura 3.2. Desenho dos nebulizadores comerciais avaliados. (a) concéntrico; (b) MiraMist e (¢)
OneNeb series 1 e 2

68



3.4.2 Efeitos nos pardmetros fundamentais do plasma e
eficiéncia de transporte

Na literatura, ¢ descrito que o sistema de introducao influencia
diretamente nos processos de vaporizagao e atomizacgao. Portanto, avaliar a
influéncia dos nebulizadores nos parametros fundamentais do plasma pode
promover melhor desempenho analitico. A vazio do gas de nebulizacao para
os experimentos foi estabelecida como 0,5 mL min™! por ser uma condi¢do
intermediaria. Inicialmente, a eficiéncia de transporte foi calculada por um
balang¢o de massa.’” Um tubo preenchido com silica foi conectado na saida
da camara de nebulizagdo. A solucao foi nebulizada por 2 min e a eficiéncia
de transporte foi calculada de acordo com a diferenga de peso de agua
aspirada e coletada no dreno. Portanto, foram considerados o peso inicial da
solucdo e a diferenca do peso do tubo antes e apos a coleta do aerossol

terciario para o célculo da eficiéncia do transporte.

Para o célculo da temperatura do plasma e densidade eletronica
assumiu-se que o plasma estd em um equilibrio dinamico, portanto a
temperatura do elétron e do géas sdo aproximadamente equivalentes (T, =
T,).” Nesse sentido, uma transigéo eletronica genérica de um nivel & para i
de um atomo neutro no seu estado excitado € representado pela Equagao 3.1.
Rearranjando a eq. 3.1 e aplicando o logaritmo natural nos dois lados, obtém-

se a Equacdo 3.2.

_ FngpAxi —E./KgT

[,,, = ———e "“k/DB 3.1
Iei Al —E Fn

ln(kl kl) = ——k+ln(—) 3.2
8k Aki KgT Q (3-2)
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Sendo que F representa as dimensodes do plasma, n a densidade
dos atomos neutros, Q a funcao de particdao, Kg a constante de Boltzmann, e
T a temperatura. Adicionalmente, gy, Ex, Ak, k1, € Ak sdo a degenerescéncia,
energia, a probabilidade de transi¢do, intensidade e o comprimento de onda.
Os subindices k e i representam os niveis. O grafico de Boltzmann foi
construido para cada nebulizador (Fig. 3.3), empregando-se os dados obtidos
pela analise de uma solugdo de Fe (5 mg L!). Nesse caso, foram empregadas
10 linhas atomicas de Fe (248,2 — 438,35 nm). Os parametros utilizados para

essas linhas sdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Parametros empregados para construcio do grafico de Boltzmann.

Comprimento de onda (nm) Ex (eV) grkAL (x10%) (s
248,33 4,99 52,80
344,06 3,60 1,20
358,12 4,32 13,30
371,99 3,33 1,78
373,49 4,18 9,91
373,71 3,37 1,27
374,95 4,22 6,87
374,95 4,22 6,87
382,04 4,10 6,00
382,59 4,15 4,18
385,99 3,21 0,87
388,63 3,24 0,37
404,58 4,55 7,76
248,33 4,99 52,80

O In (IgiAki/gKAki) foi utilizado no eixo y, enquanto Ex no

eixo x (Fig.3.3). Por fim, a temperatura de excitacao foi estimada por meio
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do valor do coeficiente angular (-1/KgT). Esse método de célculo da

temperatura tem sido amplamente empregado em estudos envolvendo o MIP
OES. 23,37

-24
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®
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Figura 3.3. Exemplo do grafico de Boltzmann empregado para o calculo de temperatura
do plasma.

Para a densidade eletronica, a equacao de Saha-Boltzmann foi
utilizada (Eq. 3.3). Os dados obtidos para o Mg atdomico e i0nico foram
empregados. As andlises foram conduzidas com uma solucao de Mg (2 mg
L"). Sendo E;;, a energia potencial e os sub-indices a e i correspondem as

espécies atOmicas e idnicas, respectivamente.

_ 2I30,8iA (aneKBT

3/2
(Ea—Ei—- Ejp/KgT)
ol N ) X e p (3.3)

Ne
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A temperatura, a densidade eletronica e a eficiéncia de
transporte obtidas para cada nebulizador sdo apresentados na Tabela 20.
Observa-se que os parametros avaliados foram influenciados pelos
nebulizadores. O nebulizador MiraMist apresentou a maior temperatura,
enquanto o OneNeb series 2, a menor. Também foi verificado que o OneNeb
series 1 e o concéntrico apresentaram temperaturas similares. A partir desses
resultados, foi verificada uma relacdo da temperatura com a eficiéncia de
transporte. Por exemplo, o MiraMist apresentou a menor eficiéncia de
transporte e a temperatura do plasma foi maior. Portanto, isso pode ser
justificado pela quantidade de aerossol que chega ao plasma. De acordo com
Jankowskiand and Reszke®’, a presenca de solventes aquosos ou organicos
requerem uma grande quantidade de energia para a evaporagao do solvente,

dessa forma, reduzindo a temperatura.

Tabela 3.4. Parametros fundamentais e a eficiéncia de transporte calculados para os
nebulizadores comerciais.

Eficiéncia do transporte de

Nebulizador T (K) ne (cm3)  solvente (%)
Concéntrico 4963 +£9 1,2x 1013 14,0+3
Mira Mist 5070 £ 162 23x108  123+2
OneNeb series1 4958+ 70 8,7x 102  236+0,6
OneNeb series 2 4805 £ 12 39x 102 28,145

Em relacdo a densidade eletronica, o nebulizador OneNeb
series 2 apresentou o maior valor, enquanto o MiraMist o menor. Esses dados

1.4 desenvolveram um

estdo relacionados com a temperatura. Chalyavi et a
modelo computacional para o calculo da fracdo de espécies moleculares,

como NO™, N, ¢ OH em um plasma de nitrogénio contendo vapor de agua.
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Os autores verificaram que o aumento da densidade eletronica € proporcional

a temperatura.

Os dados dos parametros fundamentais do plasma obtidos para
cada nebulizador sdo importantes para quando amostras complexas,
especialmente aquelas como elevados teores de elementos facilmente

ionizaveis, sdo analisadas. Gongalves et al.?’

relacionaram que o plasma
operado em condicdes de alta ou baixa densidade eletronica pode afetar na

exatidao e nos limites de detec¢do durante a andlise de amostras complexas.

3.4.3 Desempenho analitico dos nebulizadores

3.4.3.1  Reprodutibilidade

A precisdo dos resultados foi avaliada por meio da andlise de
uma solugdo composta por 1 mg L' de Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mn ¢ Zn em
diferentes matrizes, como HNO; (1% v v!), H,SO4 (1% v v!), elementos
facilmente ionizaveis (100 mg L' de Na, K e Ba), etanol (1% v v'!) e carbono
(1000 mg L'!). Essas solugdes foram analisadas dez vezes (n = 10). A sele¢o
desses analitos foi baseada na soma (Esm) das suas energias de ionizagao

(Eion.) € excitacdo (Eexc.) (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5. Energias de ionizacio e excitacido dos analitos avaliados.

Comprimento de

Analito onda (nm) Eexc. Eion. Esum
Al () 396,40 3,14 5,98 3,14
Ca (I1) 393,37 3,15 6,11 9,26
Cr (D) 425,43 2,91 6,76 2,91
Cu (I) 324,75 3,81 7,23 3,81
Fe (I) 371,99 3,33 7,90 3,33
Mn (I) 403,08 3,07 7,43 3,07
Zn (I) 213,86 5,79 9,39 5,79

I — Linha atomica; II — Linha ionica

Os valores dos desvios padrdo relativos (RSD) para cada
nebulizador nas respectivas matrizes sdo apresentados na Fig. 3.4. O
nebulizador OneNeb series 2 apresentou a melhor precisdo em todas as
matrizes. Na solucdo de HNOs os valores de RSD variaram de 0,5% (Zn) a
2% (Fe). O nebulizador concéntrico apresentou altos valores de desvio
padrao relativo para Ca, Fe, Al e Zn na matriz contendo elementos facilmente
ionizaveis. O OneNeb series 1 de modo geral apresentou boa precisdao, no
entanto, para na matriz contendo EIEs, altos valores de RSD foram
encontrados para Ca, Fe e Zn. Para o MiraMist, os maiores valores de RSD
foram obtidos nas matrizes contendo acido sulfurico e carbono. Por outro
lado, na matriz com EIEs, esse nebulizador teve uma boa precisao para todos
os analitos. O estudo de precisao para o OneNeb series 1 ja foi descrito na
literatura. Serrano et al.’” verificaram que matrizes contendo altos teores de
carbono, enxofre e calcio ndo afetaram o processo de nebulizagdo desse

nebulizador.
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Figura 3.4. Valores de RSD (%) obtidos para os quatro nebulizadores comerciais em diferentes matrizes.
(a) HNO3 (1% v v), (b) H:S0+ (1% v v'), (¢) EIEs (1000 mg L"), (d) Etanol (1% v v?) e (e) Carbono

(1000 mg L.
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3.4.3.2  Limites de deteccio

Os limites de detec¢ao (LOD) foram estimados de acordo com
o proposto pela IUPAC. Nesse caso, dez replicatas do branco (n=10) foram
analisadas e o desvio padrao dessas medidas foi calculado. Os LODs foram
determinados para Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn (Tabela 3.6) e como branco

foi utilizada uma solu¢do de HNO; 1% v v'..

Tabela 3.6. Limites de deteccio calculado para os nebulizadores comerciais.

LOD (pg L)
Elemento Concéntrico  Mira Mist OneNeb series 1  OneNeb series 2
Al 35,0 6,7 5,9 2,9
Ca 4,7 8,8 2,8 1,6
Cr 16,9 9,3 2,6 0,3
Cu 7,7 5,7 6,7 3,2
Fe 75,1 36,7 33,5 8,4
Mn 12,9 3,0 3,6 1,2
Zn 14,5 15,1 17,0 5,1

O nebulizador OneNeb series 2 apresentou os menores valores
dos limites de detecg¢do, especialmente para o Cr (0,3 pg L'!). Ademais, para
esse nebulizador, o ganho de poder de deteccdo para o Fe foi
aproximadamente trés vezes. Os LODs para todos os analitos obtidos pelo
nebulizador concéntrico foram maiores, principalmente para o Al (35 pg L~
1. Cabe ressaltar que essas analises foram realizadas na mesma vazio do gas
de nebulizagdo. Esses valores podem ser melhorados por meio de uma
otimizacdo da vazdo do gas de nebulizagdo. Nesse caso, o programa
computacional do MIP OES permite realizar facilmente essa otimizac¢ao

antes de iniciar uma analise. A Figura 3.5 apresenta um tipico grafico de
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otimizacao da vazao do gas de nebuliza¢do para o Ca utilizando o OneNeb

series 2.

7000

6000 A R T T
5000 A

4000 -

SRBR

3000 A
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1000 -

0
0.3 035 04 045 0.5 055 0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 09 0.95 1

Vazao do gas de nebulizagdo (mL min-?)

Figura 3.5. Otimizacio da vazio do gas de nebulizacio para o Ca utilizando o OneNeb series 2.

3.4.3.3 Exatidao

Para a avaliacao da exatidao, materiais de referéncia de folha de
tomate (NIST 1570), fertilizante mineral (NIST 695), figado de peixe (NRC
DOLT-5) e hepatopancreas de lagosta (NRC TORT-3) foram digeridos e
analisados. Esses CRMs foram escolhidos devido a composi¢do da sua
matriz, como alto teor de carbono (figado de peixe) e elementos facilmente
ionizaveis (fertilizante mineral). Nessas amostras foram determinados os
analitos previamente usados para o estudo de reprodutibilidade e calculo de
LODs. Os valores obtidos experimentalmente e as recuperagdes sao

apresentados na Tabela 3.7.
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As recuperagoes obtidas empregando o nebulizador OneNeb
series 2 de um modo geral foram satisfatorias, especialmente para os
materiais de figado de peixe (86 — 103%) e hepatopancreas de lagosta (90 —
109%). Para o fertilizante mineral, os valores variaram de 87% (Ca) a 110%
(Al). Para a folha de tomate, as recuperacdes foram de 78% (Zn) a 111%
(Cr). A exatidao obtida para o OneNeb series 1 para os materiais de
referéncia foram de 87 — 103% para o hepatopancreas de lagosta, 77 — 119%
para a folha de tomate, 84 — 122% para o fertilizante e 77 — 103% para o
figado de peixe. O concéntrico apresentou recuperagdes entre 75 — 110%
(folha de tomate), 84 — 110% (figado de peixe), 75 — 103% (hepatopancreas
de lagosta) e 82 — 114 % (fertilizante). Por fim, para o MiraMist os valores
foram 81 a 110% (folha de tomate), 79 — 110% (figado de peixe), 90 — 118%
(hepatopancreas de lagosta) e 83 — 111% (fertilizante). Deve-se ressaltar que
devido a baixa concentra¢do do Cr (1,988 mg kg'), a sua determinagéo

apenas possivel com uso dos nebulizadores OneNeb series 1 e 2.

As recuperacoes obtidas abaixo de 80%, como a determinagao
de Zn com o OneNeb series 1 e 2 na folha de tomate, podem estar
relacionadas com o efeito de matriz. Os materiais analisados sao
considerados como matrizes complexas e quantificagdo foi realizada
utilizando calibragdo externa. Portanto, as exatidoes podem ser melhoradas
empregando novos métodos de calibragcio como a calibracdo multi-
energética (MEC) ou multivazdes (MFC).%” Adicionalmente, os métodos
convencionais como adi¢cao de analitos e padronizacdo interna podem ser
aplicadas. Outra hipotese € que os experimentos foram executados tomando
como condicdo de compromisso a nao otimizagdo das condigdes
instrumentais para cada nebulizador, para que fosse possivel a avaliacao
individual dos nebulizadores. Caso houvesse uma otimizagdo, muito

provavelmente, as recuperagdes se apresentariam mais adequadas.
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Para avaliar o desempenho desses nebulizadores em um meio
com solvente organico, foi realizado um ensaio de adi¢do e recuperacao em
amostra de cachaca. Nesse caso, o teor de etanol informado pelo fabricante
foi de 40% v v'!. Portanto, as amostras foram diluidas 40 vezes e adi¢do de
5mg L' e 10 mg L' de Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn foram realizadas. As
recuperagdes obtidas para os quatro nebulizadores foram satisfatorias
(Tabela 3.8). Sendo 89 — 102 % para o OneNeb series 1, 94 — 114% para
OneNeb series 2, 94 - 109 % para o concéntrico e 95-106 % para o MiraMist.
Também se observou que o OneNeb series 2 apresentou 0os menores desvios
durante essas analises, portanto indicando a melhor precisdo durante a

analise de uma amostra hidro-organica.

79



Tabela 3.7. Valores determinados e recuperacgdes obtidas para os materiais de referéncia certificados empregando os diferentes nebulizadores comerciais.

OneNeb series 1 OneNeb series 2 Concéntrico Mira Mist
CRM Elementos Valor Valor Rec. (%) Valor Rec. (%) Valor Rec. (%) Valor Rec. (%)
certificado determinado determinado determinado determinado
Al (mg kg!) 598,4 +7,1 571,9 + 8,1 96 595,3+9,1 99 513,0+26,3 86 602,4 +12,5 101
Ca (mg kg) 50450 + 550 52469 + 2150 104 53213,6 £1820 105 55375 +£2785 110 55740 + 3106 110
Cr (mg kg™) 1,988 + 0,034 1,7+0,1 86 2,2+0,2 111 <LOD <LOD <LOD <LOD
= Cu (mg kg™ 4,70 £ 0,14 5,602 119 43+0,2 92 43+04 92 4,1+0,10 87
% Fe (mg kg™!) 367,5+4,3 345,9+9,6 94 351,2+6,5 96 348,8 +17,3 95 342,6 + 10,6 93
& Mn (mg kg!) 246,3 +7,1 207,8 + 6,1 84 204,9 +6,3 83 183,9 + 13,6 75 199,8 + 6,6 81
z Zn (mg kg) 30,94 + 0,55 23,9+0,1 77 24,0 +0,5 78 25,7+1,3 83 27,6 +0,5 89
Al (mg kg™ 31,7+42 32,5+0,7 103 32,5+0,7 103 27,5+0,5 87 24916 +0,003 79
Ca (mg kg) 550 + 80 555,3+6,9 101 560,9 + 7,20 102 528,5+ 14,0 96 547,1 13,0 99
Cr (mg kg1) 2,35+0,58 1,8+0,1 77 2,2+0,2 94 2,36 + 0,03 100 2,44 +£0,05 104
a Cu (mg kg™ 350+24 33,7+0,1 96 32,9+0,2 94 29,8 +0,9 85 30,8+0,5 88
5 Fe (mg kg™1) 1070 + 80 1025,1 + 11,7 96 1085,9 +0,8 101 966,3 + 51,5 90 10559+ 1,3 99
(Q') Mn (mg kg!) 8,91 +£0,70 9,2+0,2 103 8,1+0,8 91 7,8+03 88 9,79 £ 0,03 110
% Zn (mg kg™) 1053 +5,4 90,9+1,6 86 90,9 +0,3 86 88,304 84 90,3+ 1,8 86
Al (mg kg™ - - - - - - - - -
Ca (mg kg!) - - - - - - - - -
- Cr (mg kg™) 1,95+0,24 1,7+0,1 87 2,0+0,1 103 2,0+03 103 2,3+0,2 118
EI Cu (mg kg™") 497 +£22 465,1 £0,8 94 459,7+0,8 92 432,77+ 17,3 87 452,7+£0,9 91
8 Fe (mg kg™) 179+ 8 183,6 +4,1 103 195,7 1,2 109 173,4 +3,1 97 189,7 +2,1 106
&} Mn (mg kg™!) 15,6 = 1,0 15,0+£0,3 96 14,7+ 0,2 94 11,7+£0,3 75 15,5+0,10 99
% Zn (mg kg) 136 + 6 124,5+0,5 92 121,8 £0,2 90 117,0 +4,0 86 121,8 0,9 90
Al (% m m™) 0,61 £0,03 0,59 + 0,02 97 0,529 + 0,005 87 0,50+ 0,01 82 0,53 +£0,01 87
Ca (% mm) 2,26 0,04 2,48 0,04 110 2,5+0,1 110 2,3+0,1 102 2,28 £0,06 101
Cr (mg kg1 244+ 6 203,8+122 84 258,40 + 6,93 106 2652 +21,4 109 221,3+17,5 91
Cu (mg kg™ 122549 14993+ 11,2 122 1307,90 + 60,98 107 1237,7+17,7 101 1268,6 + 49,8 104
a Fe (% m m™) 3,99 £ 0,08 3,44 +£0,19 86 33+0,1 83 3,34 +£0,03 84 3,31+0,02 83
g Mn (% m m™) 0,31 £0,01 0,29 +0,01 95 0,29 +£0,01 95 0,250 +£0,002 82 0,272 + 0,004 89
z Zn (Y%omm') 0,33 +0,01 0,32 +0,0025 98 0,30+ 0,01 92 0,37 +0,02 114 0,36 +0,01 111
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Tabela 3.8. Ensaios de adicio e recuperacio para amostra de cachacga.

Concéntrico Mira Mist OneNeb series 1 OneNeb series 2

Valor determinado Recuperagio (%) Valor determinado Recuperacio (%) Valor determinado Recuperagio (%) Valor determinado Recuperacio (%)
Elemento Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
Al 4,70+ 0,08 9,59 +0,15 94 96 4,74 £0,03 9,67 + 0,04 95 97 4,68 +0,33 8,85+ 0,32 94 89 4,74+£0,04  9,71+0,08 95 97
Ca 5,06 + 0,20 10,22 + 0,20 101 102 5,21+0,06 10,60 + 0,16 104 106 5,11+0,23 9,97 +0,12 102 100 5,35+0,07 10,61 0,19 107 106
Cu 5,25+0,09 10,94 + 0,61 105 109 5,05+0,03 10,14 + 0,09 101 101 4,95+0,23 9,57+0,18 99 96 5,28 +0,03 10,19 + 0,06 106 102
Cr 4,71£0,17 9,74 £ 0,40 94 97 4,86+0,04  9,93+0,18 97 99 4,61+0,17 921+032 92 92 4,92 + 0,04 10,01 +£0,06 98 100
Fe 5,43 +0,23 10,88 0,21 109 109 4,92+0,07  9,93+0,23 98 99 4,79+0,48  9,34+0,33 96 93 5,03+0,04  9,96+0,07 101 100
Mn 506+0,19  9,87+0,47 101 99 4,89 +0,10 10,07+0,04 98 101 4,60 + 0,38 8,86+0,07 92 89 4,98+0,04  9,96+0,07 100 100
Zn 5,35+0,07 10,56 + 0,17 107 106 5,02 +0,02 10,23 + 0,05 100 102 5,04 +0,01 9,78 + 0,39 101 98 5,71 +0,05 10,65 + 0,90 114 106
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3.4.4 Aplicagoes dos nebulizadores na literatura

De acordo com o que foi discutido anteriormente, na Tabela 3.9
sdo descritas as principais caracteristicas mencionadas para os nebulizadores
comerciais estudados. Adicionalmente, um levantamento bibliografico foi feito
para trabalhos envolvendo o MIP OES para andlises elementares. Observa-se
que a maioria dos trabalhos utilizam o OneNeb series 1. Isso pode ter ocorrido
devido a que este modelo de nebulizador era o comercializado pelo fabricante
junto ao equipamento. Além disso, esse nebulizador € considerado compativel
para todas as matrizes, inclusive para solventes organicos e acido fluoridrico.
Adicionalmente, a sua alta tolerancia para o teor de so6lidos dissolvidos ¢ um

atrativo.

Como o OneNeb series 2 foi langado recentemente, apenas um
trabalho foi registrado. Deve-se ressaltar que o trabalho que empregou esse
nebulizador envolveu o uso do 4cido tetrafluorbérico (HBF,4) durante o preparo
de amostra para determinacdo de Si em plantas por MIP OES. Como
demostrado pelos autores, durante a digestao pode ocorrer a formacao de acido
fluoridrico, sendo recomendado o uso de um sistema de introducdo de amostra
inerte (nebulizador e cdmara de nebulizagao) para evitar danos ao equipamento

e possiveis contaminag¢des do branco.!®

82



Tabela 3.9. Caracteristicas e aplicacoes dos nebulizadores comerciais avaliados.

Nebulizador Caracteristicas Aplicacoes

Concéntrico Mais facilidade para entupimento Tecido vegetal, racdo animal e amostras geoldgicas>>!3-140

Nao ¢ compativel com HF
Nao ¢ adequado para matrizes complexas
Menor sensibilidade
Mira Mist Boa precisao para matrizes com EIEs Cabelo, tecido de peixe, alga e farinha, vinho
Baixo risco de entupimento

48,141

Compativel com HF
Nao ¢ adequado para amostras com acido
sulfurico
Baixa eficiéncia de transporte
OneNeb series 1 Boa precisao para matrizes complexas Vinho, arroz, queijo, café, cha, energético, cerveja, pao,
Compativel com HF e solventes organicos tecido de peixe, cereal infantil, sopas instantaneas,
Alta tolerancia para sélidos dissolvidos solventes organicos, biodiesel, gasolina e fertilizante

Boa eficiéncia de transporte minera]?!-2-26.28,36.41,98,100,142-144

OneNeb series 2 Boa precisao para matrizes complexas Tecido vegetal'®
Alta eficiéncia de transporte

Aumento da sensibilidade

Compativel com HF e solventes organicos

Alta tolerancia para so6lidos dissolvidos
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3.5 Conclusoes parciais

Os estudos envolvendo os nebulizadores comerciais (concéntrico,
MiraMist, OneNeb series 1 e 2) indicaram que esses podem influenciar os
parametros fundamentais do plasma como temperatura (T) ¢ densidade eletronica
(ne). Esses resultados sdo importantes para analise de amostras complexas. Ademais,
as informagdes referentes as caracteristicas de cada nebulizador poderdao ser

relevantes dependendo da etapa de preparo de amostras ¢ o tipo de amostra.

O OneNeb series 2 apresentou a maior eficiéncia de transporte, € menor
temperatura e densidade eletronica. Por outro lado, o MiraMist obteve a menor
eficiéncia de transporte e maiores temperatura e densidade eletronica. Pode-se
justificar esses dados, a quantidade de solvente que ¢ levada para o plasma ¢ a
energia requerida para evaporagdo. O OneNeb 2 apresentou a melhor precisdo em
todas as matrizes estudadas em comparacao aos outros nebulizadores € o aumento

da sensibilidade.

84



Capitulo 4

Avaliacdo dos modos operacionais para a
determinacdao multielementar de elementos
toxicos e essenciais por ICP-MS/MS



4.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos analiticos para determinagdo de
elementos essenciais e potencialmente toxicos em carne sdo importantes para
garantir a qualidade do alimento e a seguranca alimentar. Para a determinac¢do
elementar de carne, os métodos espectroanaliticos como ICP OES, MIP OES,
FAAS e LIBS sdo descritos na literatura.”!'*1% A espectrometria de massas
com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) também tem sido explorada
para essa finalidade, especialmente para elementos em baixas concentragdes.”!”
No entanto, quando amostras complexas sao analisadas por essa técnica, severas
interferéncias espectrais podem ocorrer. Essas interferéncias ocorrem pela
presenca de concomitantes de mesma razao massa/carga que a do analito, bem
como, pela combinacao de espécies que formam ions poliatdmicos. Como
resultado, essas interferéncias espectrais podem ocasionar a sobreposicao de
sinais.?’ Ha diversos tipos de estratégias que sdo utilizadas para minimizar esses
efeitos, tais como uso de correcdo matematica, instrumentos de alta resolucao,
operagdo do plasma na condig¢do robusta, plasma frio ¢ a cela de colisdo e

discriminagdo por energia cinética, cela dinimica de reagdo (DRC),353:65.146-148

Nesse contexto, a espectrometria de massas com plasma acoplado
e configuracdo tandem foi desenvolvida para a determinagao de elementos traco
livres de interferéncia. Essa técnica, atualmente, é considerada como estado-da-
arte e ¢ caracterizada pela sua alta sensibilidade e maior eficiéncia de corre¢do
de interferéncias.'® Na literatura, essa técnica tem sido aplicada para diversas
areas de estudo.*” No ICP-MS/MS, dois quadrupolos (Q; € Q) sdo utilizados.
Entre Q; e Q,, hd um sistema de rea¢do octopolar (ORS) que pode ser
pressurizado com um gas inerte ou reativo. O modo single-quad corresponde

apenas a operagao do segundo quadrupolo, portanto o Q; opera em modo de
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guia de ions, permitindo a passagem das razdes m/z para os analitos,

interferentes e concomitantes da amostra.*-'%

No modo MS/MS, o primeiro quadrupolo funciona como um filtro
de massa. Em seguida, os ions chegam ao ORS, onde novas espécies poderao
ser formadas a partir do analito (mass-shift) ou do o interferente (on-mass). Por
fim, o segundo quadrupolo selecionara a massa/carga relacionada ao analito. Os
gases reativos mais comuns empregados para utilizagdo no sistema de reacao
octopolar sdo o hidrogénio (H), metano (CH4), amodnia (NHs) e oxigénio
(0,).#15% Deve-se destacar que para que ocorra a rea¢do desses gases com o0
analito ou interferente, as reacoes devem ser termodinamicamente favoraveis e
nao necessitar de energia adicional. Portanto, energia de Gibbs e a entalpia da
reacdo devem ser negativas (AG <0 e AH; < 0). *1#° Adicionalmente, o uso de
gases inertes, como o He, também sdo explorados e as interferéncias sao
minimizadas por colisdes.’*!* Muitos trabalhos descrevem o uso desses gases
para analise de amostras bioldgicas, ambientais e nucleares.’*%%!5! A Tabela 3
apresentada na secao de Revisdo bibliografica descreve alguns trabalhos que
utilizaram o ICP-MS/MS como técnica de deteccdo e os respectivos gases

utilizados no ORS.

4.2 OBJETIVOS

O objetivo desse capitulo foi explorar o uso da espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente e configuracao tandem (ICP-
MS/MS) para determinacao de elementos essenciais e toxicos em carne. Nesse
caso, foram quantificados 10 analitos (As, Cd, Cr, Co, Mn, Mo, Pb, Se, Sre V)

e o uso de trés gases (O,, H, e He) foi avaliado.
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4.3 Material e Métodos

4.3.1 Equipamentos

Um ICP-MS com configuracdo tandem (8800 ICP-MS/MS, Agilent,
Toéquio, Japao) foi empregado para as determinagdes elementares nas amostras
de carne. Os parametros instrumentais sao descritos na Tabela 4.1. O
instrumento foi ajustado diariamente a fim de se obter a melhor condic¢ao. Para

a digestdo das amostras foi empregado um forno com cavidade assistido por

radia¢ao micro-ondas (ETHOS UP, Milestone, Italia)

4.3.2 Reagentes, solucoes e amostras

Todas as solugdes foram preparadas utilizando dgua desionizada
(18,2 MQ cm, Purelab Option-Q, Elga, Woodridge IL, EUA). Acido nitrico
(Fisher, Pittsburgh, PA, EUA) e peroxido de hidrogénio (Veritas, Columbus,
OH, EUA) foram empregados para digestdao das amostras. Solugdes padrao de
As, Cd, Co, Cr, Mo, Mn, Pb, Sr e V 1000 mg L! (SPEX CertPrep, Metuchen,
NJ, EUA) foram utilizadas para o preparo das solugdes de calibragdo. Os

intervalos lineares das curvas de calibragdo variaram de 0,01 a 100 pg L.

Para avaliacdo da exatiddo, foi empregado um material de
referéncia certificado de figado bovino (bovine liver, 1577b, National Institute
of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, EUA). As amostras de carne
foram obtidas em mercados locais da cidade de Sao Carlos, SP. As amostras

foram liofilizadas e moidas em um moinho criogénico.
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Tabela 4.1. Parametros instrumentais empregado para determinacio dos elementos
essenciais e potencialmente toxicos em carne por ICP-MS/MS.

Parametro

Poténcia da radio-frequéncia (W) 1550
Profundidade de amostragem (mm) 10
Vazio do gas de arraste (L min™') 1,05

Velocidade da bomba peristaltica (rps) 0,3
Nebulizador Micromist

Camara de nebulizaciao Tipo Scott, duplo passo

O: (shift-mass

Single-quad Hz (on-mass) Qi— Q2) He (MS/MS)
As 75 75 91 75
Cd 111 111 - 111
Co 59 59 - 59
Cr 53 53 - 53
Mn 55 55 - 55
Mo 98 98 - 98
Pb 208 208 - 208
Sr 88 88 - 88
\% 51 51 - 51

4.3.3 Preparo de amostra

200 mg de amostra foi digerida com uma mistura acida composta
de 6 mL de 4cido nitrico (7 mol L") e 2 mL de H,O; em um forno com cavidade

assistido por radiacdo micro-ondas. O programa de aquecimento empregado
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consistiu em uma rampa del5 min para atingir 200 °C e um patamar de 15 min

em 200 °C.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Selegao dos gases utilizados no sistema octopolar de reagao
(ORS)

Algumas interferéncias espectrais e ndo-espectrais podem ocorrer
durante a andlise de carne por ICP-MS devido a complexidade das amostras de
carne, devido ao alto teor de carbono, cloreto e elementos facilmente ionizaveis
(K, Na e Mg). Os possiveis ions poliatomicos e espécies interferentes para os

analitos analisados sdo apresentados na Tabela 4.2.

Observa-se que espécies presentes no plasma como argdnio,
oxigénio, nitrogénio e hidrogénio podem formar ions poliatdmicos
interferentes. Nesse sentido, o arsénio, cromo, cobalto e vanadio sao os analitos
mais susceptiveis as interferéncias compostas por Ar, como *ArCI",
WAPSALY, YArBOH" e °ArNT, %Ar!’O" e *8Ar!>N* A presenga do carbono
residual e cloreto presente nos digeridos pode afetar principalmente o "As
(4OAI'35C1+, 38AI.37C1+ e 23Nalzc40AI.) e o °lv (38AI'13C+, 35C1160+ e 37C114N+).
Também deve-se ressaltar que o isotopo selecionado para o Cr foi 0 53. O *Cr
¢ o isétopo mais abundante, porém ndo foi selecionado devido a alta
interferéncia ocasionada pelas interferéncias poliatdmicas, principalmente

12c40Ar+ 152
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Tabela 4.2. Possiveis interferéncias espectrais para os analitos investigados.

Analito  Interferéncia espectral

75As 40A135C1+, 36AI'38AI'1H+, 38A137C1+, 36A1139K, 43Ca1602’ 23Na12C4OAr, 12c3lP1602+
lllCd 95M016O+, 94ZTI6OIH+, 39K216021H+
S9CO 43C316O+, 42C316OIH+, 24Mg35C1+, 36AI'23N21+, 40AI'1801H+, 40Ar19F+
53Cr 36AI'17O+, 38AI'15N+, 36AI'16OIH+, 35C1180+, 37C116O+, 35C11601H+
SSMn 38AI'17O, 38AI'180H, 36AI'180H, 40AI'14NH, 40AI'15N, 36AI'19F, 37C117OH,
37C1180, 37C117OH, 37Cl180
98M0 81Br170+, 41K2160
208Pb 192Pt160+
SSSI. 176Lu2+, 176Yb2+

51V 34sl6olH+, 35C116O+, 38Ar13c+, 36Ar15N+, 36Arl4NlH+, 37C114N+, 3()SISN+, 33sl8o+’ 34sl7O+

O uso do oxigénio no sistema de reagdo octopolar foi investigado
para a determinagdo apenas do arsénio, devido a sua alta afinidade com o atomo
de O. Quando o O; ¢ empregado no ORS dois mecanismos sdo possiveis. O
primeiro tipo de reacdo ¢ denominado como transferéncia de oxigénio, o que
consiste na transferéncia de um atomo de O para o analito (Eq 4.1). Nesse caso,
a variagdo da massa do produto ¢ representada por Am = m + 16. A segunda
reacdo ¢ chamada de transferéncia de carga assimétrica (Eq. 4.2). Esse
mecanismo ¢ caracterizado pela transferéncia de carga do oxigénio para o

interferente, de forma que esse se torne neutro.*!#
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At +0,—> AO"+ O+ AE (4.1)
I+ + 02—> I+ 02++ AE (42)

Para o As, o uso do O, foi explorado no modo shift-mass € o
mecanismo assumido foi de transferéncia de oxigénio (Eq 4.3). Como produto
monitorado foi 0 ”As'%O" (m/z = 91), o primeiro quadrupolo selecionou a m/z

=75, enquanto o segundo selecionou a m/z = 91.1%
As" +0y— AsO*+ O + 0.94 eV (4.3)

O hidrogénio foi empregado no modo on-mass, de modo que os
interferentes poliatdmicos especialmente compostos por argdnio reagissem
diretamente com H,. Por outro lado, o hélio também foi avaliado, porém, como
esse gas ¢ inerte, apenas processos de colisdo sdo obtidos.*1°? Os interferentes
poliatdbmicos apresentam uma maior probabilidade de colisdes com He do que
os analitos, devido a seu tamanho. Portanto, esses ions sofrerdo alteracao na sua
energia cinética devido as suas colisdes e por meio de uma barreira de potencial
esses interferentes ndo passam para o segundo quadrupolo.’® Um material de
referéncia certificado de figado bovino foi analisado e as exatiddes obtidas
foram utilizadas para verificar qual ¢ o melhor modo de operagao (Tabela 4.3).
Devido ao Cr ndo possuir valor certificado nesse CRM, ensaios de adigdo e
recuperagdo (Tabela 4.4) foram realizados em trés niveis: 8, 16 ¢ 32 nug L.
Esses valores foram baseados no teor de Cr na amostra de figado bovino (625

ng kg™).

Os resultados indicam que para o Cd, Co, Mo, Pb e V ndo foi
necessario o uso de gases na ORS. Nesse caso as recuperacoes foram: 105%
(Cd), 85% (Co), 97% (Mo), 95% (Pb) e 87% (V). Para o As e Cr, o uso do hélio

com gas de reacdo apresentou as melhores exatidoes. O emprego do H,
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apresentou o menor erro para a determinacao do Sr sendo obtida recuperacao
de 104%. No entanto, o uso do He e single-quad apresentaram valores
proximos. Um teste ¢ foi aplicado a 95% de confianca. Apenas para o V e Co
foram encontradas diferencas significativas entre os valores determinados e
certificados. Esses elementos também apresentaram as recuperagdes mais
baixas, sendo 85% para o Co e 84% para o V. Isso pode estar associado aos
efeitos de matriz que ndo sdo corrigidos pelo uso do sistema octopolar de
reagdo. Portanto, algumas estratégias como a calibragdo multi-isotopica,
calibracdo multi-espécies, adicdo de analito e uso de padronizacdo interna
podem ser exploradas para aumentar a exatidao. Os experimentos seguintes
foram realizados nas condi¢des que obtiveram menores erros e estdo destacados
na Tabela 4.3. No entanto, levando em conta que ha um tempo para
pressurizagao do sistema octopar de reagdo, a determinagdo de todos os
elementos também pode ser realizada empregando o H,. Essa alternativa pode

ser considerada quando se deseja aumentar a frequéncia analitica.
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Tabela 4.3. Valores determinados e recuperacgoes obtidos da analise do CRM (1577 b NIST).

(03 H, He Single-quad

Valor Valor Valor Valor Valor

certificado determinado determinado determinado determinado
Analito (nggh) (nggh Rec. (%) Valor t (nggh Rec. (%) Valor t (nggh) Rec. (%) Valor t (nggh Rec. (%) Valor t
As 0,05%* 0,056 £0,003 113 3,56 0,057 +0,006 113 2,07 0,054 + 0,006 109 1,22 0,067 £0,007 134 3,89
Cd 0,50 +0,03 - - 0,52 +0,01 105 1,87 0,52 + 0,003 105 1,87 0,51+0,012 102 1,43
Co 0,25% - - 0,212+ 0,01 85 0,01 0,209+ 0,01 84 4,66 0,213+0,014 85 4,53
Mo 3,5+0,3 - - 3,39+0,27 97 0,27 3,37 +0,30 96 0,75 3,38+0,29 97 0,68
Mn 10,5+1,7 - - - 10,60 + 0,40 101 0,12 10,78 +£0,26 103 1,83 10,48 +0,20 100 0,59
Pb 0,129 + 0,004 - - 0,123+0,002 95 0,02 0,123+ 0,001 95 0,61 0,123 +0,001 95 0,66
Sr 0,136+ 0,001 - - 0,142+0,009 104 2,52 0,142 + 0,009 105 2,72 0,145+0,008 107 3,23
A\ 0,123%* - 0,100 £0,009 81 18,66 0,094 + 0,007 76 20,48 0,1038 +0,01 84 17,91
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Tabela 4.4. Valores determinados e recuperacoes dos ensaios de adicio e recuperacdo para o Cr.

Single-quad He H>
Concentragao Valor determinado Valor determinado Valor determinado
adicionada (ug L") (ugL™) Rec. (%) (ug L) Rec. (%) (ug LY Rec. (%)
8,00 7,49 + 0,49 94 7,75 +0,39 97 9,04 + 0,10 113
16,0 17,43 £0,31 109 17,03 £ 0,38 106 18,76 £2,14 117
32,0 32,84 + 1,35 103 32,48 £ 0,95 102 37,70 + 1,43 118
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4.4.2 Limites de deteccdo e aplicacdo

Os limites de deteccdo foram estimados de acordo com as
normativas da [TUPAC nos modos operacionais que obtiveram as melhores
exatidoes (Tabela 4.5). Nesse caso, o LOD foi calculado como trés vezes o
desvio padrao de dez medidas do branco analitico dividido pela inclinagao da
curva (coeficiente angular da curva analitica). Os valores variaram de 0,1 pg

kg! (Ase Cd)a 15,8 pgkg! (Mo)

Tabela 4.5. Valores de limites de deteccao obtidos empregando o ICP-MS/MS.

Element LOD (ug kg?) Modo de operag¢io
As 0,1 He

Cd 0,1 Single-quad

Cr 0,8 He

Co 2 Single-quad

Mn 0,2 Single-quad

Mo 16 Single-quad

Pb 0,5 Single-quad

Sr 0,3 H,

\% 0,4 Single-quad

Seis amostras de carne bovina, ovina e figado bovino foram
digeridas e analisadas por ICP-MS/MS nas condi¢des estabelecidas
previamente (Tabela 4.6). Os intervalos de concentragdo obtidos foram 6,0 —

25,2 ng kg para As, 0,5 — 86 pg kg para Cd, 8,2 — 33 ug kg'para Ve 150 —
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232 ug kg! para Sr, 4,7 — 81 ug kg! para o Pb, 4,0 — 16,8 ug kg! para Cr e
61,1 — 268 pg kg para Mn.

Adicionalmente, o cobalto foi detectado apenas no figado bovino.
A alta concentracao de Cd determinado no figado relaciona-se com a interacao
desse elemento com metaloproteinas. Adicionalmente, os teores dos
contaminantes (As, Cd e Pb) foram abaixo dos limites estabelecidos pela RDC
n.42 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Os teores reportados na
literatura para esses analitos em amostras de carne sdao apresentados na Tabela
4.7 e observa-se uma boa concordancia entre esses valores e os obtidos nesse
estudo. A correlagdo desses elementos foi avaliada empregando 42 amostras de
carne bovina. O grafico de contorno (Fig. 19) apresenta uma alta correlacao
entre 0 Cd e 0o Pb (R = 0,8) e entre 0 Sr ¢ 0 Cd (R = 0,75). Ruby et al.'*
investigaram as correlagdes entre Cd, Pb e Hg em amostras de figado e carne
de bovinos. Os autores também verificaram uma alta correlacao entre o Cd e

Pb.
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Mn Mo V Cr As Sr Cd Pb

Figura 4.1. Grdfico de correlagdo para os analitos determinados em amostras de carne bovina (n=42).
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Tabela 4.6. Teores dos elementos essenciais e toxicos em amostras de carne de bovino e ovino.

Analitos (ug kg™)

Amostra As Cd \% Mo Co Sr Pb Cr Mn
Figado 9,5+1,9 86,2+ 1,1 33,0+0,3 3140,7+39,3  2704+5,8 232,0 £33,1 81,0+16,0 7,8+£0,4 61,1 £6,8
bovino

Miisculo 10,5+ 0,4 0,6 0,01 14,5+0,7 41,7+2,9 <LOD 187,5+ 13,6 49+04 13,4+ 0,1 161,4+4,0

bovino 1

Miuisculo 252442 0,5+0,01 8,2+0,3 222+1,3 <LOD 179,6 £ 19,1 4,9+03 5,1+£0,1 194,6 £4,7

bovino 2
Miuisculo 22,4+0,7 <LOD 8,6 £0,90 42,0+ 4,5 <LOD 161,7+9,0 4,7+0,6 6,7+ 0,8 235,0+0,4
bovino 3
Miisculo 16,9+ 0,4 9,2+0,7 11,1 +£04 52,1+6,5 <LOD 217,2+394 8,1+£0,2 4,0+0,1 195,7+2,8
bovino 4
Miuisculo 6,0+ 1,0 0,90 = 0,04 8,3+0,90 37,9+4,7 <LOD 149,9 £ 10,5 <LOD 16,8+0,5 268,6 +2,1

ovino
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Tabela 4.7. Teores dos elementos essenciais e toxicos em amostras de carne reportados na literatura.

Amostra As (mg kg) Cd (mg kg™) V(mgkg') Sr(mgkg!) Co(mgkg') Cr(mgkg') Mo (mgkg?) Mn (mg kg') Pb (mgkg') Referéncia
Ovino - 0,030 + 0,001 - - - 0,19+ 0,01 0,58 £0,03 - 5

Bovino - 0,027 £ 0,002 - - - 0,12+0,01 0,30+ 0,010 - - 5

Ovino 0,0028 +0,0002  <0,00006 - - - 0,0026 0,001  0,0051 +0,0001 <0,10 - 154
Bovino 0,0050 +0,0011 < 0,002 - - - 3,530+ 0,059 - - 0,179 £ 0,05 21

Bovino 0,0035 +0,0009  0,0036 £ 0,0008 - - - 0,774 + 0,043 - 0,061 +£0,008 21

Figado bovino - 0,1-0,9 - - 0,05-0,08 0,1-1,4 0,1-5,3 - 0,1-223 155
Bovino - - 0,002 -0,003 0,007 -2,88 - - - - - 156

Ovino 0,078 - 0,0157 0,005 - 0,033 - - 0,010-0,018 - 0,006 - 0,2 - 0,006 -0,2 111
Bovino - - - - - - - 0,50+0,16 157
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4.5 CONCLUSOES PARCIAIS

O uso da espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente e configuracdo tandem foi eficiente para determinagao de
elementos essenciais e potencialmente toxicos em amostras de carne. O método
analitico desenvolvido empregando o ICP-MS/MS apresentou uma exatidao
satisfatoria com recuperagoes entre 84 — 109% e uma sensibilidade adequada.
Adicionalmente, o uso do He como gas de colisdo proporcionou uma melhora
da exatidao para o arsénio e cromo. O emprego do H, no sistema octopolar de
reagdo apresentou o menor erro durante a quantificacdo do Sr. Por outro lado,
para a determinagao dos outros analitos, como Cd, Co, Mo, Mn, Pb e V, nao foi
necessario o uso de gases na ORS. Os limites de detecgdo obtidos nos melhores
modos de operagdo variaram de 0,1 pug kg! (Cd e As) a 15,8 ug kg! (Mo).
Amostras de carne bovinas foram analisadas e foi observada uma alta correlagao

parao Cd - Sre Cd - Pb.
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Conclusoes Finais



CONCLUSOES FINAIS

De um modo geral, o MIP OES apresentou um bom desempenho
analitico para analise elementar de carne. Nesse caso, as estratégias exploradas
possibilitaram novas aplicagdes, portanto, perspectivas poderao ser abordadas
a partir desses resultados. Também foi observado como o sistema de introducao
de amostra, pode influenciar significativamente durante a analise. Nesse
contexto, a aplicagdo da corregdo de sinal foi necessaria para a quantificacao de
fosforo na fracao lipidica, pois a recuperacao obtida pela calibragdo externa foi
insatisfatoria € um severo efeito de matriz foi observado. O uso da corregao de
sinal com a espécie molecular OH e padrio interno apresentou-se como
alternativa para melhorar a exatiddo dessas analises. Os limites de deteccdo
obtidos nesses métodos foram 2,5 ¢ 2,7 mg 100 g de amostra com o uso do
OH e Te, respectivamente, como padrdes internos. Também deve-se ressaltar a
necessidade do emprego do modulo de controle de géas externo (EGCM), o qual

possibilitou a introdugao direta de solventes organicos no plasma de nitrogénio.

O procedimento combinando a microextragdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME) e o MIP OES apresentou um bom desempenho analitico
para a determinagdo de Mo em carnes. Nesse estudo, o planejamento de mistura
permitiu a adequada selecdo do solvente extrator e dispersor, os quais foram o
tetracloreto de carbono e o metanol, respectivamente. Adicionalmente, os
parametros da DLLME foram otimizados por meio de um planejamento Box-
Behnken. Esse procedimento apresentou exatidao e sensibilidade satisfatorias.
O uso do EGCM também foi requerido nessas analises devido a introducao de
metanol. Adicionalmente, esse acessorio possibilitou a elevacao da frequéncia

analitica, pois nenhuma etapa adicional é requerida para eliminagdo do solvente.
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Os efeitos dos nebulizadores comerciais no plasma de nitrogénio
foram avaliados em funcao dos parametros fundamentais no plasma, tais como
precisdo, exatidao e sensibilidade. Observa-se que o tipo de nebulizador afeta a
temperatura ¢ a densidade eletronica. Adicionalmente, esses dados se
relacionaram com a eficiéncia de transporte de solvente. O nebulizador OneNeb
series 2 apresentou uma boa precisdo para a maioria das matrizes analisadas,
enquanto o nebulizador concéntrico teve os maiores valores de desvios padrdo
relativos. Considerando a aplicagdo desses nebulizadores, observa-se que
OneNeb series 1 ¢ o nebulizador mais comumente utilizado para diversas

amostras (alimentos, ambientais e com solventes organicos) para MIP OES.

Para a anélise de carne por ICP-MS/MS, incialmente, foi realizado
um estudo para avaliar o melhor modo de operacao. Nesse caso, para a maioria
dos analitos (Cd, Co, Mo, Pb ¢ V) o modo single-quad apresentou recuperagdes
satisfatorias. Para o As e o Cr, o0 He empregado no sistema octopolar de reacao
resultou em aumento da exatiddo e a pressurizacdo com H, apresentou menores
erros. Adicionalmente, o procedimento envolvendo o ICP-MS/MS apresentou

uma sensibilidade adequada.
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