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RESUMO

SELEGAO DE PADROES INTERNOS PARA ANALISE ELEMENTAR EM
METODOS INSTRUMENTAIS COM PLASMA INDUZIDO

Esta tese aborda os desafios e estratégias para o emprego da calibracdo por
padronizacdo interna em metodos instrumentais com plasma induzido, i.e.
espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
e espectrometria de emissao optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP-
OES) para analise de matrizes complexas. No primeiro estudo, avaliou-se 0
desempenho do MIP-OES para a determinacéo de 14 analitos com energias entre
1,85 e 12,07 eV em urina. Trés niveis de diluicdo (2, 20 e 200 vezes) foram
avaliados para a correcdo dos efeitos matriciais juntamente com os padrdes
internos (I1Ss) Ga, Ge, Pd, Rh, Sc e Y e com as espécies moleculares do plasma
de nitrogénio (CN, N2, N2 e OH). Os limites de deteccdo variaram entre 0,3 e 329
ug L1 e foi possivel o uso de um Unico IS para todos os analitos desde que
empregada a diluicdo apropriada, i.e. Ge, Rh ou Sc para a diluicéo de 20 vezes e
N," para a diluicdo de 200 vezes. Na etapa seguinte investigou-se interferéncias
provenientes de duas fontes de carbono, i.e., etanol e acido oxalico, no sinal
analitico de 10 elementos por MIP-OES. O &cido oxalico causou aumento de sinal
para Al, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg e Mg e supressao de sinal para As e P. Teores de
etanol superiores a 1 % m v causaram aumento de sinal para todos os analitos e
Bi, Ge e OH se comportaram como ISs universais. O médulo de controle de gas
externo (EGCM) também foi avaliado para correcdo de efeitos matriciais,
entretanto, ndo foi apropriado para Al, As, Hg e P. Por fim, avaliou-se o
desempenho dos dois métodos instrumentais para a determinacédo de 18 analitos
em amostras de isotdnicos e energéticos e foi observado que o plasma de argonio
apresentou uma maior robustez em comparagdo com o plasma de nitrogénio, pois
apenas Si, Pb e Zn apresentaram recuperacdes inferiores a 90 %. Verificaram-se
os critérios adotados para a selecdo de padrdes internos em Ar-ICP e N,-MIP e 0s

melhores resultados foram obtidos através de experimentos de adicdo e
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recuperacdo ao inveés de propriedades fisico-quimicas similares entre o par
analito/IS. A calibracdo por mdltiplos padrBes internos (MISC), recentemente
proposta na literatura, também foi avaliada e demonstrou ser uma estratégia
simples e rapida para a correcédo de efeitos matriciais, pois emprega varios padroes
internos e conta com um efeito de padronizacdo interna média, ndo sendo
necessaria a selecdo do melhor IS. Recuperagdes entre 90-110 % foram obtidas
para a maioria dos analitos em ambos 0s métodos instrumentais e matrizes. Além
disso, os limites de deteccdo foram comparaveis com os obtidos nas estratégias
de calibracédo tradicionais. O MISC possibilitou o uso de espécies do préprio
plasma para a construcdo das curvas analiticas, e.g. linhas de Ar (ICP) ou espécies

moleculares (MIP), e foi uma alternativa viavel ao uso da padronizacao interna.
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ABSTRACT

SELECTION OF INTERNAL STANDARDS FOR ELEMENTAL ANALYSIS
IN INSTRUMENTAL METHODS WITH INDUCTIVELY COUPLED
PLASMA

This thesis approaches the challenges and strategies to use the internal
standardization calibration method in two instrumental methods, i.e. inductively
coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) and microwave
induced plasma optical emission spectrometry (MIP-OES), for complex matrix
analysis. In the first study, MIP-OES performance was evaluated for
determination of 14 analytes with energies between 1.85 and 12.07 eV in urine.
Three dilution levels (2, 20- and 200-fold) were evaluated to correct matrix
effects, together with the internal standards (1Ss) Ga, Ge, Pd, Rh, Sc and Y and
with molecular species formed in nitrogen plasma (CN, N, No* and OH). The
limits of detection varied between 0.3 and 329 ug LY. Using proper dilution, it
was possible to use a single IS to correct matrix effects for all analytes, i.e. Ge,
Rh or Sc for 20-fold dilution and N," for 200-fold dilution. In the next step was
investigated interferences from two carbon sources, i.e. ethanol and oxalic acid,
on the analytical signals of 10 elements by MIP-OES. Oxalic acid caused a signal
increase for Al, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg and Mg, and a signal suppression for As and
P. High levels of ethanol (> 1 % m v!) led to signal increments for all analytes
and Bi, Ge and OH behaved as universal ISs. The external gas control module
(EGCM) was also tested to correct matrix effects, however, it was not appropriate
for Al, As, Hg and P. In the last study, the performance of both instrumental
methods was evaluated for determination of 18 analytes in isotonic and energetic
drinks. It was observed that argon plasma presented a higher robustness in
comparison with nitrogen plasma, since only Si, Pb and Zn presented recoveries
below 90 %. The criterion adopted to select internal standards in Ar-1CP and N-
MIP was verified and the best results were obtained through addition and recovery
experiments rather than similar physical-chemical properties between analyte/IS.
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Multi-internal standard calibration (MISC), a recently proposed method in the
literature, was also evaluated. It was demonstrated as a simple strategy for
correcting matrix effects. The selection of the best IS is not needed because it uses
several internal standards. Recoveries between 90-110 % were obtained for most
analytes in both matrices and instrumental methods, and LODs were comparable
to those obtained in traditional calibration strategies. MISC allowed the use of
species from the plasma for obtaining analytical curves, e.g. Ar lines (ICP) or
molecular species (MIP) and presented itself as a feasible alternative to the use of

internal standardization.
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CAPITULO 1 -

Introducéo e Revisao Bibliografica




INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 - Calibracao por padronizacgao interna: fundamentos

Métodos instrumentais com plasma induzido, tais como a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (inductively
coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS), a espectrometria de emissao dptica
com plasma indutivamente acoplado (inductively coupled plasma optical
emission spectrometry, ICP-OES), e a espectrometria de emissdo dptica com
plasma induzido por micro-ondas (microwave induced plasma optical emission

spectrometry, MIP-OES), sdo comumente empregados para analise elementar.t3

Entretanto, esses metodos instrumentais normalmente exigem a
introducdo de amostras liquidas e requerem sua nebulizacdo, sendo suscetiveis as
interferéncias matriciais e as variagcdes nas condi¢fes instrumentais que podem
afetar a confiabilidade das analises. Os efeitos matriciais, provenientes da
presenca de acidos, elementos facilmente ionizaveis (EIES) ou compostos
organicos, por exemplo, podem ocorrer em diferentes etapas da anélise como
nebulizagéo, transporte ou no proprio plasma e estdo relacionados as mudancgas
na formacdo do aerossol primario, alteracfes na massa do analito transportada

para o plasma e modificagdes nos processos de excitagdo e ionizagdo.*

Nesse contexto, mesmo com as recentes melhorias em
instrumentacao, como aumento de resolucgéo espectral em ICP-OES, emprego de
tochas mais robustas e capacidade de processar amostras com maiores teores de
solidos dissolvidos (TDS) em MIP-OES,® a calibracéo analitica ainda é de suma

importancia para obtencdo de dados fidedignos.

A calibracdo envolve a determinacdo de uma funcdo matematica que
tem como objetivo correlacionar a concentracdo do analito presente nas solugoes
de calibracdo com a resposta do instrumento.® A resposta instrumental é, entdo,
utilizada para calcular a concentracdo do analito nas amostras através de uma

relacdo matematica como y = aX + b, onde y, a, b e X correspondem a resposta
2



do instrumento, inclinacdo, intercepcao no eixo das ordenadas e concentracdo do
analito, respectivamente.” As estratégias de calibracdo tradicionalmente utilizadas
séo a calibracdo externa (EC), compatibilizagdo de matriz (MMC), padronizacdo
interna (IS) e adicdo de padrdo (SA).

A EC é uma estratégia simples e baseia-se no preparo das solugdes
de calibracdo em meio aquoso, com adicGes do analito. Considera-se a intensidade
de sinal observada no instrumento proveniente apenas do analito e proporcional a
concentracdo da solugéo analitica de referéncia. Portanto, a EC desconsidera as
possiveis interferéncias ndo espectrais provenientes de concomitantes na amostra
e que estdo ausentes nas solucdes de referéncia e brancos analiticos.589

O preparo de amostras adequado € uma alternativa para contornar
efeitos matriciais, entretanto, pode ser constituido de etapas laboriosas e/ou
onerosas. Por sua vez, o uso de estratégias de calibracdo é uma alternativa simples
e atrativa para correcdo de interferéncias matriciais em metodos instrumentais
com plasma induzido e devem ser utilizadas para garantir a exatiddo quando as
solugdes analiticas de referéncia e as amostras sdo consideravelmente diferentes.
Entre as alternativas destacam-se as calibracbes MMC, SA e IS.

Para a compatibilizacdo de matriz, as solucdes de referéncia tambéem
sdo acrescidas com o analito, mas diferentemente da EC, essas sdo preparadas em
um meio semelhante ao da amostra. Entretanto, o preparo dessas solucdes €
laborioso e eventuais perdas durante o preparo da amostra e flutuacdes nas
condicdes instrumentais ndo sdo compensados. Além disso, a dificuldade de obter
um meio matricial semelhante pode ser considerada um obstaculo para aplicacédo
dessa estratégia.®®

Outra alternativa comumente empregada na analise de matrizes
complexas é a adicdo de padrdo. As solucdes da curva analitica sdo preparadas
com concentragdes crescentes do analito em um meio contendo a matriz e sua
concentracdo € calculada através do valor (em modulo) obtido no eixo das

abscissas apos a extrapolacdo da curva.®° Por outro lado, uma das principais
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desvantagens € o longo tempo de preparo de amostra e andlise visto que a
estratégia deve ser aplicada para cada amostra individualmente.®®

Uma estratégia de calibracdo frequentemente utilizada para correcéo
dos efeitos matriciais nas mais diversas amostras, mas com lacunas em sua
compreensdo € a padronizacdo interna. Nela um elemento ou composto (padréo
interno - 1S), de concentragcdo conhecida, € adicionado as amostras, brancos
analiticos e solucdes analiticas de referéncia.®®!!

A padronizacdo interna pode ser explicada matematicamente
considerando-se as Equacdes 1.1 e 1.2, que relacionam a resposta do instrumento,
normalmente intensidade de sinal (y) com a sensibilidade (m), concentracdo do
analito (x), e com uma variavel relacionada a flutuacbes nas condicGes
instrumentais (a)*?:

ya=maaaxa (Eqg.1.1)
yis=ms ais Xis  (Eq. 1.2)

Assumindo um comportamento ideal e uma concentragao constante
para o IS, aa € ais sdo iguais e, consequentemente, as Equacdes 1.1 e 1.2 podem

ser escritas como equacéo 1.3:

m X X
Yis mis Xjis XIs

onde K é a razdo entre as sensibilidades do analito e do IS, e K'
considera a concentragdo constante do IS em K. Logo, se o IS e o analito
apresentam comportamentos similares frente a matriz, as flutuacGes de sinais
serdo corrigidas e a razéo entre as intensidades de sinais do analito e do IS (Ia/lis)
€ empregada para construcdo da curva analitica.

Os primeiros trabalhos envolvendo a padronizacdo interna datam de

1877 por GOUY, que utilizou a IS para verificar a excitacdo na espectrometria de
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emissdo com chama.'? Posteriormente, GERLACH e SCHWEITEZER (1929)
empregaram a padronizacgdo interna em espectrometria de emissdo com arco ou
faisca.’® Desde entdo, essa estratégia tem sido utilizada nas mais diversas
aplicacBes, como abordado por CARTER et al... O IS tem uma concentracéo
conhecida e, idealmente, deve ser afetado pelos mesmos processos que o analito
durante a andlise instrumental, de forma que a razao entre os sinais possa corrigi-
los. Como consequéncia, a estratégia requer que os sinais tanto do analito quanto
do IS sejam monitorados simultaneamente, ou ao menos sequencialmente,
durante a analise.’ Entretanto, a selecdo dos padrdes internos ndo é uma tarefa
trivial, principalmente quando varios analitos devem ser determinados.
A literatura relata uma série de critérios comumente adotados para

facilitar a escolha do melhor 1S:1516

1. O IS deve estar originalmente ausente na amostra ou apresentar uma

concentragéo inferior ao limite de deteccdo;

2. Se for adicionado a amostra, deve apresentar elevada pureza;

3. O analito e o IS devem apresentar taxa de volatilizagio o mais

semelhante possivel;

4. As energias de ionizagdo do par analito/IS devem ser proximas;

5. As massas atbmicas dos dois elementos devem ser proximas,

principalmente em anélises empregando ICP-MS;

6. As linhas de emissdo ou absorcdo adotadas para ambos devem

apresentar energias proximas;

7. As linhas nédo apresentam processos de auto-absorcao;

8. O padrdo interno ndo deve interferir no sinal dos analitos;

9. O IS ndo deve ser um contaminante ambiental.



Uma reviséo detalhada sobre o emprego da padronizacéo interna em
espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) foi reportada por FERNANDES et
al.1*. Destaca-se ainda o estudo de BECHLIN et al.}” que propuseram Bi como IS
geral para determinacdo de Pb por AAS. Os autores avaliaram a IS na analise de
diferentes amostras, i.e., bebida energética, ché, refrigerantes, cerveja, vodca,
produtos de limpeza, agucares coloridos, balas, enxaguantes bucais, sucos de
frutas (laranja, limé&o e uva), aguardente de cana-de-acUcar, agua mineral, vinagre,
etanol, leite, dentre outras. Esses autores reportaram que o par analito/IS foi
escolhido com base na similaridade das propriedades fisico-quimicas como
energia de dissociacdo e entalpia de vaporizacdo. A eficiéncia do Bi foi
demonstrada para trés materiais certificados (CRMSs) e as recuperagdes obtidas
empregando padronizagdo interna encontraram-se na faixa de 96-109 % para a
espectrometria de absorcdo atomica com fonte continua e alta resolucdo (HR-CS
FAAS), 96-110 % para a espectrometria de absor¢do atobmica em forno de grafite
com fonte de linha (LS GFAAS) e 97-109 % para a espectrometria de absor¢éo
atdmica em chama com fonte de linha (LS FAAS).

Embora tenha sido demonstrado seu sucesso em muitas aplicagdes
por AAS, a padronizacdo interna depende da escolha adequada do IS, o que ainda
pode ser considerado um desafio em métodos instrumentais com plasma induzido
quando varios analitos devem ser determinados. Portanto, esta tese de doutorado
aborda o estudo de estratégias analiticas que permitam a selecéo eficiente de ISs
para analises em ICP-OES e MIP-OES.



1.2 - Emprego da padronizacdo interna em espectrometria de

emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado é um dos métodos instrumentais mais populares para a determinacéo de
elementos traco.'® Em ICP-OES a radiacdo é emitida por atomos ou ions que
foram excitados por uma fonte de plasma. Essa, por sua vez, é formada através do
acoplamento induzido, na qual elétrons do gas foram acelerados por um campo
magnético oscilante gerado quando a poténcia de radiofrequéncia (RF) foi
aplicada a uma bobina de Tesla.>1%20

Uma das principais vantagens responsavel pela ampla aceitacdo do
ICP-OES se deve a sua capacidade de determinar simultaneamente mais de 70
elementos, incluindo P e S. Além disso, o plasma apresenta altas temperaturas
(5000-10000 K), elevada densidade eletrénica (10*4-10¢ e- cm3), apreciavel grau
de ionizacdo para muitos elementos, capacidade de determinar concentragOes de
partes por bilhdo a % m m™ e apresenta ampla faixa linear (quatro a seis ordens
de magnitude).?!

Diferentes configuracdes podem ser empregadas para aquisicdo de
sinais em ICP-OES como radial, axial ou dupla visdo (DV). Na visualizacdo
radial, a zona analitica € observada lateralmente ao plasma e, consequentemente,
o volume de observagéo é menor, o que causa uma diminuicdo na sensibilidade.?
Entretanto, a visdo radial possibilita uma melhor linearidade e € menos propensa
a efeitos matriciais. Por outro lado, na visualizacdo axial os sinais de emissdo sao
observados ao longo do eixo do plasma #, o que fornece melhores limites de
deteccdo em relacdo a visdo radial, entretanto, efeitos matriciais mais intensos sao
esperados.??

Por sua vez, a dupla visdo combina as configuracfes de visualizacdo
axial e radial em um unico instrumento, conferindo ao usuario a opcao de escolher

a configuracdo apropriada para cada tipo de amostra.?! Em instrumentos



convencionais de dupla visdo ao menos duas leituras da amostra sdo necessarias
para abranger ambas as visualizagGes, enquanto na dupla visdo sincronizada
verticalmente (SVDV), o componente espectral dicroico (DSC) possibilita que

ambas as visOes sejam capturadas em uma mesma leitura.?t:?

Uma extensa quantidade de trabalhos envolvendo o emprego da
padronizacéo interna para correcdo das interferéncias matriciais e das variagoes
nas condi¢Bes instrumentais em ICP-OES ¢é descrita na literatura. BECHLIN®
(2017) apresentou uma ampla revisdo bibliografica sobre o uso da padronizacéo
interna e, assim, serdo aqui abordados somente trabalhos mais recentes ou

historicamente mais relevantes.

Um dos trabalhos mais antigos foi desenvolvido por BARNETT et
al.®® que enumeraram nove critérios tradicionalmente aceitos para sele¢do de
padrdes internos em espectrometria de emissdo atbmica e muitos deles baseiam-
se nas propriedades fisico-quimicas similares entre os analitos e ISs como
energias de ionizacdo e linhas de emissdo proximas. Nos anos seguintes, essas
recomendac0Oes foram avaliadas experimentalmente e os autores observaram que

a escolha apropriada do IS é mais complexa do que originalmente proposto.®

O primeiro ICP-OES comercialmente disponivel data de 1974 e em
1983 MYERS e TRACY?* avaliaram a influéncia da vazéo do gas de nebulizagéo,
altura de visualizacéo e poténcia de RF sobre o sinal analitico de 20 elementos e
sobre o desempenho da IS. O elemento Mn, medido em uma linha de emissédo
i6nica (257,61 nm), foi avaliado como padréo interno e 0s autores observaram que
seu desempenho estava diretamente relacionado as condi¢Bes instrumentais,
sendo a vazao do gas de nebulizacdo e a altura de observacao os parametros que

apresentaram maior influéncia.

RAMSEY e THOMPSON? propuseram um método conhecido
como “método de padrdo interno relacionado a parametros” (PRISM) para

facilitar o emprego da padronizacéo interna em analises multi-elementar, quando
8



elementos de propriedades amplamente diferentes devem ser determinados. No
PRISM a sensibilidade para cada analito é corrigida usando as respostas obtidas
para dois padrbes internos, eliminando a necessidade de selecionar ISs com
propriedades préximas para cada analito. Os autores aplicaram a metodologia
empregando Cd e Rb como ISs para analise de rochas de silicato devido ao
elevado potencial de excita¢ao de suas linhas de emissao e baixa concentragao nas
amostras de interesse e concluiram que possiveis efeitos matriciais e flutuacdes

instrumentais foram corrigidos para todos os elementos, exceto Si.

WALSH? investigou o uso de multiplos padrdes internos, i.e., B, Cd,
Co, Ga, Ge, Li e Sc como abordagem para melhorar a precisdo e corrigir
alteracGes nos sinais analiticos de Al, Ca, Fe, Mg, Na e Si em amostras geologicas.
As intensidades de sinais para analitos e padrdes internos foram monitoradas em
varias condi¢cOes operacionais e percebeu-se a formacéo de trés grupos distintos:
(i) Al, B, Ga, Ge, Mg, Sc e Si; (ii) Ca, Cd, Co e Fe e (iii) Li e Na. Correlacionando
0 comportamento do par analito/IS, os melhores resultados foram obtidos
empregando Ga como IS para Al, Mg e Si; Cd como IS para Ca e Fe; e Li como
IS para Na. Valores de desvio padrdo relativo (RSD) em torno de 0,5 % foram
obtidos para analise de rochas, demonstrando uma melhoria significativa na

preciséo.

DUBUISSON et al.?” verificaram a eficiéncia da padronizacgdo
interna em funcdo do modo de observacdo (axial e radial) para correcdo dos
efeitos matriciais devido a presenca de Na sobre as linhas i6nicas de Ba, Cd, Co,
Cr, Mg, Mn, Pb, Sc, Ti e Zn. Além disso, os autores avaliaram o0 emprego de duas
condigbes experimentais, i.e. robusta e ndo robusta, para os dois modos de
visualizacdo. A condicdo robusta foi obtida empregando uma vazédo do gas de
nebulizacdo de 0,6 L min~t e uma poténcia de 1400 W, enquanto na condi¢do ndo
robusta os valores empregados para esses parametros foram 1,0 L min~te 1200

W, respectivamente. Melhores resultados foram obtidos empregando a condicao



robusta, modo de visualizagéo radial e Ni como padréo interno, responsavel pela
diminuicdo do RSD da faixa de 2-4 % para 0,2-0,3 %.

GARAVAGLIA et al.? investigaram os efeitos matriciais na analise
de matrizes biologicas por ICP-OES na visao axial para a determinacédo de B e Ti.
As amostras de soro e sangue humano foram diluidas em Triton X-100 0,1% m v’
le Y, Pd e Pt foram avaliados como padrdes internos. O Y 1l (371,029 nm ou
324,227 nm, foi eficiente para a correcdo do sinal analitico de B | (249,677 nm ou
208,889 nm) e Ti Il (334,941 nm) em ambas amostras desde que a concentracéo

de albumina fosse mantida abaixo de 0,2% m v’

GROTTI e FRACHE? utilizaram ferramentas quimiométricas, i.e.,
analise de componentes principais (PCA) para classificacdo e separacdo de
padrées internos e analitos de acordo com seu comportamento na presenca de
acidos inorganicos e suas misturas. Quatorze elementos (As, Cd, Cr, Cu, Mn, Mo,
Ni, P, Pb, Sh, Se, Sr, V e Zn) e nove potenciais ISs (Be, Co, Dy, Gd, La, Lu, Sc,
Sm e Y) com energia das linhas de emissdo variando de 2,69 a 15,96 eV foram
investigados na presenca de HCIl, HNO; e H,SO, com concentracdo maxima de
40% m m™. Escandio (424,682 nm) e Co (238,892 nm) reduziram de 10-40 %
para menos de 5 % os erros analiticos para a maioria dos elementos quando
empregados como ISs. Entretanto, a padronizacgéo interna néo foi eficiente para

corrigir os efeitos matriciais que afetaram as determinacgdes de As, P, Sb e Se.

BEZERRA et al.* aplicaram a padronizagdo interna como estratégia
de calibracdo para a determinacédo elementar de Cd, Co, Cr e Mn em &gua salina
derivada da industria de petroleo apds extragdo em ponto nuvem. O itrio foi
eficiente para corrigir os efeitos de transporte causados pelos EIEs presentes na
fase rica em surfactante Triton X-114 e recuperacfes entre 88 e 109 % foram
obtidas.

DOS SANTOS et al.3! empregaram Y como IS para determinacéo de

Ca, K, Mg, Na e P em biodiesel. O IS foi escolhido devido aos seguintes critérios:
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(i) apresentar concentracdo abaixo do limite de deteccdo na amostra, (ii)
apresentar alta pureza, e (iii) ndo ser responsavel por interferéncia espectral nas
linhas analiticas. As recuperacdes obtidas utilizando Y como IS foram adequadas,
de 90 a 106 % e demostraram a eficiéncia da padronizagéo interna para correcao

de efeitos matriciais em amostras com elevados teores de carbono.

MUTIC et al.*? determinaram As em seis amostras de vinho injetadas
no plasma sem preparo prévio. Os autores avaliaram diferentes linhas de emissao
para As juntamente com variadas condicOes operacionais e 0 melhor resultado foi
obtido empregando a linha de emissdo atomica 189,042 nm, 1150 W como
poténcia de RF e 0,5 L min*t como vazéo do gas de nebulizagéo. Visando corrigir
efeitos de transporte, Bi Il (190,241 nm), Co 1l (228,616 nm), V 11 (290,882 nm)
e Y 11 (371,030 nm) foram avaliados como potenciais padrdes internos por suas
concentracdes insignificantes nas amostras e por ndo causarem interferéncias
espectrais. Apesar de apresentar propriedades fisico-quimicas diferentes as do
analito, i.e., comprimento de onda e energia da linha de emissédo (Esum), V gerou
os melhores resultados quando aplicado na analise de um material certificado e
recuperacoes entre 95-104 % foram obtidas em experimentos de adicdo e

recuperacao.

BECHLIN et al.® avaliaram Bi | (223,061 nm) como padrao interno
para Pb I (217,000 nm) em 34 amostras por ICP-OES. As recuperac¢des passaram
da faixa de 56,2-91,1 % usando EC para 95,5-110,3 % com a IS. Vale ressaltar
que esses elementos apresentam propriedades proximas, tais como a entalpia de
vaporizacdo (Bi 151 kJ mol™ e Pb 179,5 kJ mol™) e energia da linha de emisséo
(Bi555eVePb5,71eV).

Uma abordagem mais moderna reportada na literatura propde o0 uso
de constituintes do plasma, Ar por exemplo, como padréo interno. CARTER et
al.3* avaliaram os efeitos matriciais de Ca e Na sobre os sinais analiticos de Cd Il
(214,439 nm), Co 11 (238,892 nm), Cr 11 (267,716 nm) e Pb 11 (220,353 nm). Itrio

11



Il (371,029 nm) e Ar | (737,212 nm) foram avaliados como padrdes internos.
Embora Y tenha apresentado melhores resultados na determinacéo de Cd, ambos

foram eficientes para Co, Cr e Pb.

Recentemente, BARROS et al.® investigaram os potenciais ISs Ga,
Ge, Pd, Sc e Y para a determinacéo de 18 elementos (Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Hg, K, Li, Mg, Na, Pb, Sb e Zn) em urina. Os autores demonstraram
a complexidade para selecédo de padroes internos em ICP-OES e aplicando testes
de adicéo e recuperacédo observaram que a escolha do IS ndo estava diretamente
relacionada a propriedades fisico-quimicas similares entre o par analito/IS, mas
foi realizada com base nas recuperagdes. Ao contrario do esperado, Ge e Pd

apresentaram melhores resultados que Y, frequentemente usado como IS.

CHIWESHE et al.*® também avaliaram os critérios adotados na
literatura para a selecdo de padrdes internos e concluiram que essa é melhor
executada quando baseada nas recuperagdes obtidas que apenas em propriedades

fisico-quimicas similares.

Trabalhos recentes (2018-2022) envolvendo a padronizacgéo interna
em ICP-OES, bem como os critérios de selecdo adotados, estdo descritos na
Tabela 1.1. Pode-se observar que embora o0 Y seja amplamente empregado nas
analises por ICP, ele ndo é eficiente para todos os tipos de analitos e amostras,
demonstrando a necessidade de estudos prévios de selecdo. Além disso,
observam-se critérios divergentes adotados para escolha do IS, tais como
similaridade nas propriedades fisico-quimicas, ferramentas quimiométricas,
dados de literatura, constituintes do plasma ou experimentos de adicdo e
recuperacao. Portanto, embora adotado em muitas aplicagcdes, um estudo mais
detalhado sobre selecdo e aplicacdo de padrdes internos é essencial para sua

viabilizagcdo em anélises de rotina.
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TABELA 1.1- Emprego da padronizagéo interna em ICP-OES e critérios de sele¢éo adotados.

Amostra Analito IS Critério de sele¢éo Observagéo Visdo  Referéncia
do ICP
HNO3 1% v v?, Cd, Co, Cr, Y Estudos prévios e Os autores compararam a SVDV 87
HNO320% v v, Cu, Fe, Mn, literatura calibracdo de dois pontos
Na 0,1% m vte Ni, PbeZn (MMTPC) com EC, SA e IS
Ca0,1% mv!
Y Literatura Y foi usado como padrio  Axial 38
Oleo cru Fe,NieV interno visando obter uma
melhor exatidao
Oleos de Cu, Fe, Zn, P, Y Os autores avaliaram a Radial 39
motores Mg, B, Si, V, aplicabilidade do uso de um
S, Ca, Sn, Mo, - IS e/ou digestdo da amostra
Na, Al, K,
Mn, Cr, Pb e
Ni
Plantas As, Cd, Co, Bie Pt Sdo elementos raramente Pt apresentou um melhor  Axial 40
Cu, Fe, La, Li, encontrados nas amostras desempenho para a maioria
Mn, Ni, P, Pb, e apresentam linhas de  dos elementos
Sc, Sn, Sr, V, emisséo atomica e idnica
YeZn em ICP
Tecidos de Rato  Fe Y IS foi aplicada com sucesso  Axial 41
Literatura para analise de diferentes
tecidos de rato
Fertilizantes Bi, Ir,Sce Percentuais de Y e Sc foram os melhores SVDV 42
As, Cd e Pb Y recuperacao ISs para As; Ir e Bi para Cd
e Ir para Pb
Ligas de ferro Al, Si, P, Cu, CdeY Menor desvio padrao Os IS foram empregados 43
Sn, Mo, Zr, V, relativo para melhorar a -
Ti, Mn, Si, Cr, reprodutibilidade dos sinais
Ni, Fe, Co e analiticos
As
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Amostra Analito IS Critério de sele¢do Observacgéo Visdo  Referéncia
do ICP
Lodo Ti, Cr, Fe, Co, Sc Sc foi usado para melhorar a - 4
NieW - exatiddo do analito W
SolugéesdeCa Cd, Co, Cre  AreY AreY foram avaliados Y foi o melhor ISparaCde  Axial 34
ou Na Pb como possiveis 1Ss ambos apresentaram
desempenhos similares para
Co,CrePb
Aguas de P Ho Ho foi empregado para Axial 45
campos - corregdo dos efeitos
petroliferos matriciais provenientes dos
EIEs
Oleo cru NieV BieY Y  apresentou  melhor Axial 46
- resultado na correcdo dos
efeitos matriciais
Amostras Ag, As, Au, Bi,GeeY Percentuais de Bi foi o melhor IS para Hg, Axial 47
farmacéuticas Ba, Cd, Co, recuperagao Mo e Rh; Ge foi o melhor
liquidas Cr, Cu, Hg, Ir, paraPd, Se, Sne Tle Y foi o
Li, Mo, Ni, melhor IS para Ag, As, Au,
Pb, Pd, Pt, Rh, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ir, Li, Ni,
Ru, Sb, Se, Pb, Pt, Ru, Sbe V
Sn, TleV
Urina As, Ba, Be, Ga, Ge, Percentuais de Ge ou Pd foram os melhores  Axial &
Bi, Ca, Cd, Pd,SceY recuperacao ISs para a maioria dos
Co, Cr, Cu, elementos
Hg, K, Li, Mg,
Na, Pb, Sb e
Zn
Chocolate Ca, Cu, Fe,K, Ge,PdeY  Recuperacdes paraum  Ge foi o melhor IS para Ca, Axial 48
Mg, Mn, P e CRM de chocolate Cu, Fe, Mg, Mne Zne Y
Zn para Ke P

14



1.3 - Emprego da padronizacdo interna em espectrometria de

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

O uso da radiacdo micro-ondas para a geracao de plasma foi descrito
em 1951 por COBINE e WILBUR?, entretanto, a espectrometria de emissio
Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP-OES) somente se consolidou
a partir de 2012, quando foi langado o primeiro equipamento comercial (4100
MP-AES, Agilent Technologies). Em MIP-OES, radiacdo micro-ondas é gerada
por um magnetron e focalizada em uma cavidade contendo o gas por meio de um
guia de ondas. O campo eletromagnético ¢é entdo induzido pela radiagdo micro-
ondas iniciando a ionizacdo desse gas e, consequentemente, a geracdo do
plasma.*®

O instrumento comercial produzido pela Agilent apresenta uma
poténcia fixa de 1,0 kW, baseia-se na cavidade de Hammer, que emprega uma iris
ressonante e um plasma eliptico, e é sustentado com géas N que apresenta elevada
condutividade térmica e pode ser produzido usando um gerador de nitrogénio,
reduzindo custos com a aquisicdo de géas.* Diferentemente do ICP-OES, que
emprega um policromador tipo Echelle, o sistema do MIP utiliza um
monocromador Czerny-Turner que detecta os sinais sequencialmente, o que
indica que o tempo de andlise é definido pelo nimero de analitos a serem
determinados. Além disso, a visualizacdo do plasma € axial e a posicdo de
observacédo pode ser otimizada pelo analista e varia de -120 a +120, sendo zero a
regido central.>

Algumas caracteristicas, tais como simplicidade operacional,
capacidade multi-elementar, baixo custo, baixo consumo de gas, adequada
exatid@o para varias aplicacdes e ampla faixa de determinacdo (comprimentos de
onda entre 160-940 nm), tém tornado o MIP-OES uma ferramenta analitica
alternativa ao uso do ICP-OES e um potencial substituto para a espectrometria de
absorcdo atdmica.>®? Entretanto, o N,-MIP apresenta menor temperatura de

excitacdo do plasma (4220-5360 K) e menor densidade eletronica (0,47-3,72 X
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1013 e cm™) comparativamente ao Ar-ICP, o que faz com que a maioria dos
analitos seja determinado usando linhas atémicas e eleva a possibilidade de
ocorrerem efeitos matriciais.> Portanto, a menor energia do plasma pode
prejudicar a eficiéncia de ionizacdo para analitos com maior energia i.e., As, Bi,
Hg e P cujas energia de ionizacdo (Ein) sdo 9,79, 7,28, 10,43 e 10,49 eV,

respectivamente.

Embora o MIP-OES forneca resultados adequados, como ja
salientado, severos efeitos matriciais sdo esperados e estratégias especiais de
calibracdo séo necessarias para garantir precisdo e exatiddo na analise de matrizes
complexas. Nos primeiros anos de seu lancamento, observou-se na literatura
algum ceticismo relacionado ao uso da padronizacéo interna, pois o0s analitos e 0s
padrdes internos sdo medidos com pelo menos 30 s de diferenca.®® No entanto, a
estratégia foi posteriormente aplicada e percentuais de recuperacdo adequados

foram obtidos conforme sera demonstrado nos trabalhos abordados adiante.

Em 2015, NELSON et al.>* determinaram Ca, Fe, K, Na, Nie V em
6leo cru. O Oleo bruto foi diluido em o-xileno e posteriormente agitado
magneticamente por 30 min e as estratégias MMC e IS foram empregadas
simultaneamente para corrigir os efeitos matriciais. VValores de RSD menores que
1,5% e recuperacdes entre 97 % e 108 % foram obtidos usando Sc Il (335,372

nm) como IS.

POIRIER et al.> também empregaram Sc Il (335,372 nm) como IS
para determinagdo de Ca Il (396,847 nm), Fe 11 (259,940 nm), K I (769,897 nm),
Mo | (313,259 nm), Na I (588,995 nm), Ni | (341,476 nm) e V 1l (311,070 nm)
em fracdes de petrdleo diluidas em o-xileno nas proporcdes de 1:20 até 1:200 v v°
! e as recuperacdes variaram de 99,2 a 115% para 0s experimentos de adicdo e

recuperacao.

KARLSSON et al.*® avaliaram o uso de trés padrdes internos, i.e., La

11 (394,910 nm), Lu Il (261,542 nm) e Y Il (371,029 nm) e um supressor de
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ionizacdo (CsNOs) para determinacdo de 18 analitos em amostras vegetais
(Helianthus annuus). As amostras foram digeridas em forno de micro-ondas com
HNO; concentrado. O método néo foi eficiente para a quantificacdo de As, Co e
Mo devido as concentracfes abaixo dos respectivos limites de deteccdo. A
calibracéo externa juntamente com o supressor de ionizacéo foi suficiente para a
determinagdo dos EIEs (Ca, K, Mg e Na). Para os elementos traco, Y foi

empregado como IS para V e Ba, Lu para Cu, Zn e Pb e La como IS para Co.

GONCALVES et al.>” propuseram a analise por diluicido padréo
(SDA) para a determinacgéo de sete analitos (Al, Co, Cr, Cu, Mn, Ni e Zn) em
bebidas variadas i.e., cha, uisque, cerveja, café, energético e cachaca e a estratégia
foi comparada aos métodos tradicionais, i.e. EC, IS e SA. Itrio foi avaliado como
padréo interno e as recuperacgdes obtidas variaram entre 95-123 % para EC, 94-
127 % para IS, 101-122 % para SA e 90-99 % para SDA.

ALTHOFF et al.>® também reportaram o uso de diferentes estratégias
de calibracdo para a determinacdo de Al, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn em
antisséptico oral, colirio e xarope. Itrio foi novamente empregado como padrio
interno. As amostras de colirio e antisséptico oral foram diluidas quatro vezes em
HNO;z 1% v v enquanto o xarope foi digerido empregando HNO3 e H,0,. As
recuperacdes para antisséptico oral variaram de 93,70-212,00% para EC, 85,60—
163,90% para IS, 55,00-117,40% para SA e 86,40-113,00% para SDA. Para o
colirio, as recuperacdes encontraram-se na faixa de 66,70-96,30% para EC,
106,50-154,40% para 1S, 65,80-112,20% para SA e 94,30-101,90% para SDA.
Para o xarope infantil, as recuperacdes foram de 93,60-114,10%, 90,60-122,50%,
91,70-108,50% e 92,20-99,60% para EC, IS, SA e SDA, respectivamente.

ESPERANZA et al.*®, baseados nas propriedades fisico-quimicas
semelhantes, empregaram Te | (214,281 nm e Egm 5,78 €V) como IS para a
determinacdo de As | (228,812 nm e Eqm 5,42 eV) por geracdo de hidreto em
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tortilhas mexicanas de milho e uma recuperacdo média de 101% foi obtida em

experimentos de adi¢édo e recuperacéo.

MATUSIEWICZ e SLACHCINSKI® reportaram 0 uso de Ge |
(303,907 nm) como IS para a determinacdo de As | (228,811 nm), Bi | (223,061
nm), Sb I (217,582 nm), Se | (196,085 nm) e Sn | (242,949 nm) devido a sua
concentracdo abaixo do limite de deteccdo nas amostras de material certificado
(NIST 2710, NRCC DOLT-2 e NIST 1643e) e por sua capacidade de gerar
hidretos. Valores de concentracdo préoximos ao certificado e RSD na faixa de 2 a

3% demonstraram a aplicabilidade do IS.

PIRES et al.®! avaliaram diferentes elementos, i.e. Be, Ga, In, Sc e
Y, como ISs para a determinacdo de 18 analitos em cervejas. O preparo de
amostras consistiu na diluicdo com HNO3z 1,0 mol L* na proporcdo de 1:4 v v,
O comportamento de cada IS foi estabelecido considerando o limite de deteccéo,
limite de quantificacdo e exatiddo e os melhores resultados foram obtidos
empregando Be 11 (313,107 nm) como IS para Al | (396,152 nm) e Sr 11 (407,771
nm); Be | (265,062 nm) para Cr | (425,433 nm); Be | (234,861 nm) para Fe |
(371,993 nm), Mn | (403,076 nm) e Zn | (213,857 nm); Ga | (417,204 nm) para
Ni I (352,454 nm), Ca Il (317,933 nm) e Mg | (518,360 nm); Ga | (294,364 nm)
para Na | (330,237 nm); In Il (230,606 nm) para Ba Il (455,403 nm) e Cu |
(324,754 nm); e In 1 (325,608 nm) para K I (769,897 nm).

CARNEIRO et al. 2 determinaram Al, Ba, Cu, Cr, P, Ni, Ti, e Znem
6leos comestiveis empregando extracdo induzida por quebra de emulsdo. Os
autores usaram um planejamento experimental de mistura para obtencdo da
melhor condigdo experimental e o melhor resultado foi obtido com 1,0 mL de
HNO330 % v v?, 1,0 mL de Triton-X 100 30 % m v* e 3,0 mL da amostra. Berilio,
Ga e Y foram avaliados como padrdées internos e Be foi selecionado como IS para
Al, Ba e Cr que foram afetados por efeitos matriciais. Recuperacdes entre 90 % e

106 % foram observadas para todos os analitos.
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SLOOP et al.®” propuseram uma estratégia de calibracédo de dois
pontos com base na analise de diluicdo padrdo e os resultados foram comparados
com calibracdo externa, padronizacdo interna e adicdo de padrdo para
determinacédo de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn nas matrizes: 1% v v*!
HNO3, 20% v v HNOs, 0,1% m v Na e 0,1% m v Ca. itrio foi empregado
como IS e recuperacOes satisfatorias foram obtidas para as amostras contendo
HNO3; 1% v v (94,8-103 %) e HNO320% v v (93,5-104 %). Entretanto, para as
amostras contendo Na e Ca, Y néo foi eficiente para corrigir os efeitos matriciais
para todos os analitos e as recuperagdes variaram entre 47,7-187 % e 55,6 -118

%, respectivamente.

Uma abordagem recentemente proposta baseia-se no uso de espécies
moleculares naturalmente presentes no plasma de nitrogénio (M) i.e, CN, OH, N2,
N,", para correcdo de efeitos matriciais. As relagbes matematicas analito/M e
analito x M séo utilizadas quando ambos se comportam similarmente ou de forma
oposta, respectivamente. LOWERY et al.®® empregaram as espécies moleculares
do plasma de nitrogénio N," (391,470 nm) e OH (308,958 nm) como ISs ao
determinar Ca, K, Mg e Na em biodiesel e os melhores resultados foram
alcancados usando a razéo de sinais Mg/OH e Na/OH e o produto de sinais Ca X
N,* e K x OH.

SILVA et al.% avaliaram os elementos Co | (340,51 nm) e Te |
(214,28 nm) e as espécies moleculares N, (391,470 nm) e OH (308,958 nm)
como padrdes internos para a determinacédo de P I (213,62 nm) na fracéo lipidica
da carne. Recuperacdes de 126 e 94 % foram obtidas empregando a multiplicagéo
de sinais para as espécies N,* e OH, respectivamente, enquanto a razdo de sinal
nédo foi eficiente quando empregada para as espécies moleculares. Baseado nas
propriedades fisico-quimicas similares, o elemento Te também apresentou

resultados satisfatorios com recuperacdo de 95 %. Dessa forma, a espécie
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molecular OH e Te foram aplicados como ISs para determinacao de P em carnes

de frango, peixe, cordeiro e bovina.

Como demonstrado a padronizacdo interna tem sido utilizada para
correcao dos efeitos matriciais em MIP-OES em aplicacOes variadas. Todavia, a
selecdo de padrdes internos é um desafio quando critérios diferenciados podem
ser adotados para selecdo e principalmente quando véarios analitos serdo

determinados.
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CAPITULO 2 -

Objetivos




OBJETIVOS
2.1 - Objetivos Gerais

Desenvolver estratégias analiticas que permitam a selecdo eficiente de padrdes
internos para analise elementar em métodos instrumentais com plasma induzido
(ICP-OES e MIP-OES) para a determinagcdo quantitativa de macro e
microelementos em matrizes complexas, por exemplo com elevados teores de

elementos facilmente ionizaveis e/ou carbono.

2.2 - Objetivos Especificos

e Avaliar interferéncias matriciais oriundas da matriz bioldgica urina no sinal
analitico de quatorze elementos (Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Li,
Mg, Pb e Sb) por MIP-OES e verificar a aplicabilidade da padronizacgéo

interna juntamente com trés niveis de diluicdo para correcdo dos efeitos.

e Investigar interferéncias ndo espectrais provenientes de duas fontes de
carbono, ou seja, etanol e &cido oxalico sob o sinal analitico de Al, As, Ca,
Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, P e Pb por MIP-OES e avaliar a padronizacdo interna
e 0 modulo de controle de gas externo (EGCM) como estratégias de

correcao.

e Verificar diferentes estratégias de calibracdo para correcdo dos efeitos
matriciais provenientes de bebidas isotbnicas e energéticas nos sinais
analiticos de 18 elementos (Al, As, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, P, Pb, Si, Sr e Zn) por ICP-OES e MIP-OES.
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ANALISE DE URINA POR MIP-OES: DESAFIOS E
ESTRATEGIAS PARA CORRECAO DE EFEITOS
MATRICIAIS

3.1 — Revisdo Bibliografica

O controle de elementos traco em fluidos e tecidos bioldgicos é
importante pois permite a identificacdo de doencas e possiveis contaminacdes
com elementos considerados perigosos, e.g. arsénio, cadmio, mercurio e
chumbo.®® Urina tem sido empregada como biomarcador em estudos de
monitoramento humano por ser um método nédo invasivo e que permite acesso a
uma ampla variedade de informacdes, dentre eles, o perfil nutricional e exposicao

recente.®®

O Ministério da Saude do Brasil, com o intuito de controlar a
exposic¢ao por alguns elementos, estipulou em 13 de marco de 2014 por meio da
Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 11 - Portaria n® 422, o limite maximo
permitido (LMP) de elementos traco em é&gua para dialise.’” O Programa de
Controle Médico de Saude Ocupacional (PCMSOQ), por sua vez, impds em sua
Norma Regulamentadora — NR7 n° 1.892, de 09 de dezembro de 2013, limites
para elementos considerados téxicos na urina como estratégia para controle da

exposicdo excessiva,®® conforme apresentado na Tabela 3.1.

A urina apresenta uma matriz complexa, com elevado teor de sélidos
dissolvidos, TSD, elementos facilmente ionizaveis (Ca, K, Mg e Na), ureia, acido
arico, bicarbonato e creatinina, o que torna sua andlise suscetivel as interferéncias
matriciais.®® Os efeitos matriciais causados pela matriz urinaria sdo bem
conhecidos na literatura para ICP-OES e ICP-MS e alguns trabalhos seréo

abordados.
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TABELA 3.1- Limites maximos permitidos de elementos traco na urina e em solugdo de diélise
(BARROS et al.®).

Elemento LMP (ug L")
Ag 5"
Al 10"
As 5"and 0,0317™
Be 0,4"
Cd 17 and 0,012
Cr 14°
Hg 0,2" and 0,030™
Pb 5" and 27"
Sb 6"
Se 90"
Tl 2"

“Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 11 - Portaria n° 422.

“ Limites maximos permitidos pela Resolugdo NR7 n° 1.892 calculado assumindo a menor

concentragdo permitida de creatinina na urina (6 mg L™?).

BURDEN et al.” propuseram um procedimento baseado na diluicdo
de amostras de urina em 0,22 mol L™ HNOs e posterior aquecimento a 40 °C para
determinacéo de Al por ICP-OES. Os autores avaliaram a estratégia de calibracéo
externa e recuperac6es acima de 120 % foram observadas, enquanto recuperacoes

entre 95 e 108 % foram obtidas empregando adigédo de padréo.

BARROS et al.® determinaram 18 elementos em urina por ICP-OES
e experimentos de adigdo e recuperacdo foram realizados visando avaliar 0s
efeitos matriciais. A analise direta foi usada para a maioria dos elementos,
enquanto um fator de diluicdo de 10 vezes foi empregado para Na e K e de 20
vezes em meio de HNO; 1,0% v v! para Ca e Mg. Os autores observaram um
aumento dos sinais analiticos para todos os elementos, exceto Ca e K. A
padronizacéo interna (Ga, Ge, Pd, Sc e Y) e a calibracdo por multiplas energias

(MEC) foram comparadas. Germanio e Pd apresentaram os melhores resultados,
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porém, ndo houve um dnico IS capaz de corrigir os efeitos matriciais para todos

os analitos.

BATISTA et al.”* avaliaram a diluicdo da matriz urinaria em HNOs
0,5 % v v e Triton X-100 0,005% v v para a determinacgdo de 16 analitos por
ICP-MS. Os elementos Rh, Ir e Y foram adicionados a um material certificado
de urina e avaliados como ISs e os melhores resultados foram obtidos quando Rh
foi usado como IS para Al, Ba, Be, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Pt, Sb, Se, Sne U; Ir
para Tl e Y para Cs. Posteriormente, as amostras foram analisadas empregando

compatibilizacdo de matriz juntamente do melhor IS para cada analito.

BARROS et al.®® determinaram ®As, '?Cd, 2°?Hg e 2°®Pb em urina
diluida 2 vezes com 0,14 mol Lt HNO; e avaliaram o desempenho do dispositivo
denominado como introducdo de alta matriz (HMI) para melhorar a tolerancia do
ICP-MS a matriz juntamente com os possiveis padrdes internos ’Li, *°Sc, "“Ge,
209Bj, 193|r, 103RK, 195pt ¢ 205T|, Os melhores resultados para As foram obtidos sem
IS e para Cd, Hg e Pb as melhores recuperagdes foram obtidas com Bi, Tl e Pt
como IS, respectivamente. Considerando que Tl e Bi podem ser encontrados em
amostras de urina, os autores decidiram empregar Pt como IS nas analises
subsequentes e recuperagdes entre 82 e 108 % foram observadas para diferentes

niveis de adicao.

Recentemente, ROONEY et al.”? efetuaram um estudo de
biomonitoramento de 2’Al, ®As, 112Cd, 52Cr, %Cu, 2°?Hg, >*Mn, 2%Pb e "'Se na
populacao irlandesa usando ICP-MS. As amostras de urina foram inicialmente
centrifugadas por 15 min e posteriormente diluidas na proporcéo de 1:5 v vt com
HNO3 0,5 % v v1.1%Rédio foi adicionado a cada amostra em uma concentragéo
final de 1 ug L e empregado como IS e os LODs (ng L) obtidos para cada
analito na urina ndo diluida foram: Al 3, As8,Cd 1,5,Cr 15, Cul5,Hg 15,
Mn15,Pb15 eSel6.
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Embora existam diversos trabalhos envolvendo a anélise de urina por
ICP-OES e ICP-MS, esse estudo ainda néo foi efetuado em MIP-OES e os efeitos
matriciais em um plasma de nitrogénio ainda s&o desconhecidos. Considerando-
se a menor temperatura e densidade eletrdnica do plasma comparado com um
tipico Ar-ICP, efeitos matriciais pronunciados sdo esperados. Segundo
SERRANO et al.”?, o MIP-OES é suscetivel a interferéncias ndo espectrais
causadas por EIEs e os autores observaram um aumento ou supressao de sinal
para linhas atbmicas e i6nicas de diferentes analitos quando Ca foi adicionado em

solucéo.

O estudo mencionado confirma a necessidade de maiores
investigacOes sobre os efeitos da matriz urina em MIP-OES juntamente com
estratégias de correcdo apropriadas para a obtencdo de exatiddo. Considerando
que o desempenho da estratégia depende da selecéo eficiente do IS, uma melhor
compreensdo do comportamento dos analitos e padrdes nas amostras é essencial

para a obtencao de resultados exatos.

3.2 - Objetivos

Investigar interferéncias ndo espectrais provenientes da matriz urina
sobre o sinal de quatorze analitos (Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Li, Mg,
Pb e Sb) e duas estratégias de correcdo, i.e., a padronizacao interna e a diluicdo
da amostra. Esses elementos foram escolhidos com base em seus efeitos sobre a
salde humana, ou seja, elementos essenciais (Ca, Co, Cr e Mg), terapéuticos (Li
e Bi), ndo essenciais (Be e Sb) e potencialmente toxicos (As, Al, Cd e Pb). Alguns
elementos, como Hg, ndo foram determinados devido a insuficiente sensibilidade
do MIP-OES.

27



3.3 - Parte Experimental

3.3.1 - Instrumentacao

Um MIP-OES modelo 4200 (Agilent Technologies, Melbourne,
Australia) juntamente com um gerador de gas nitrogénio foi utilizado durante a
realizacdo dos experimentos. Como sistema de introdugdo de amostra empregou-
se um nebulizador do tipo Mira Mist e uma camara de nebulizacéo ciclonica de
dupla passagem. Nas Tabelas 3.2 e 3.3 sdo apresentadas as condi¢bes operacionais
utilizadas e os parametros instrumentais para cada analito, respectivamente. A
visdo de observacdo e vazdo do gas de nebulizacdo foram otimizadas pelo
instrumento para cada analito e padrdo interno usando uma solugdo de urina
diluida 2 vezes contendo os elementos adicionados na concentragéo de 1,0 mg L-

! visando estabelecer a melhor razéo sinal/ruido para cada um deles.

TABELA 3.2- CondicOes operacionais para andlise de urina por MIP-OES.

Parametro instrumental Condicao operacional
Frequéncia do micro-ondas (MHz) 2450

Poténcia do micro-ondas (kW) 1,0

Tempo de integracao (S) 3

Tempo de estabilizacéo (s) 15

Numero de réplicas 3

Correcéo do sinal de fundo Automatica para espécies inorganicas e

desligada para espécies moleculares
Nebulizador Mira mist
Cémara de nebulizacédo Ciclonica

Os elementos Ga, Ge, Pd, Rh, Sc e Y foram avaliados como
potenciais padrdes internos e, conforme sugerido por WILLIAMS et al™,
espécies moleculares do plasma de nitrogénio CN, OH, N,* e N, também foram
avaliadas usando as linhas de emisséo de Fe |1 387,137 nm, Tb 11 308,958 nm, Nb
1 391,470 nm e Ti | 337,043 nm, respectivamente.
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TABELA 3.3- Pardmetros instrumentais empregados para cada analito e IS na analise de urina.

Elemento Comprimento de onda, Posicédo de Vazdo do gés de nebulizacéo
nm visualizagéo L min't
Al l 396,152 10 0,95
As | 228,812 0 0,75
Ball 455,403 10 1,0
Be | 234,861 0 0,75
Bi | 472,255
0 0,75
Call 396,847
10 1,0
Cdl 228,802
0 1,0
CN (Fe ) 387,137
-10 0,30
Col 240,725
0 0,75
Crl 357,820
0 0,90
Cul 324,754
0 1,0
Gal 417,204
10 0,75
Gel 303,907
20 0,75
Lil 670,784
40 0,75
Mg | 383,829
10 0,90
Mg Il 280,271
0 0,90
N2 (Ti l) 337,043
120 0,30
N2" (Nb 1) 391,470
-10 0,30
OH (Tb I1) 308,970
110 0,80
Pb | 363,957
0 0,75
Pd | 340,458
-20 0,80
Rh 1 343,489
0 0,75
Rh 1 365,799
0 0,75
Sbl 217,581
-10 1,0
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Scl 391,182

10 0,75
Scll 424,682

-10 0,75
Y 1l 371,029

-10 0,75

I- Linha atdbmica, Il- Linha i6nica.

3.3.2 - Reagentes, solucbes e amostras

Empregou-se agua desionizada com resistividade superior a 18,2
MQ cm, purificada em um sistema Milli Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA), no
preparo de todas as solugdes. O acido nitrico (HNOs, Synth, Diadema, SP, Brasil)
foi empregado apés destilacdo abaixo da temperatura de ebulicdo com um
Distillacid™ BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Alemanha). Todos os frascos e

vidrarias foram previamente descontaminados em HNOs 10 % v v! por 24 h.

Solugdes estoque monoelementares de Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Li, Mg, Pb e Sb na concentracdo de 1000 mg L (SpecSol, Quimlab,
Jacarei, SP, Brasil) foram apropriadamente diluidas em 0,14 mol L* HNO;3 para
preparo das solucdes analiticas de referéncia e para 0s experimentos de adicdo e
recuperacao. Solucgdes de referéncia nas concentragoes de 0,20, 0,40, 0,60, 1,0,
2,0 e 3,0 mg L* foram preparadas em meio aquoso (0,14 mol Lt HNO3) e em
meio urinario considerando as diluicdes de 2, 20 ou 200 vezes. Os
macroelementos Ca e Mg foram determinados nas amostras de urina diluidas de
20 e 200 vezes e os demais analitos nos trés niveis de diluicéo (2, 20 e 200 vezes).
Os resultados foram comparados com aqueles obtidos em meio aquoso.

Solucdes monoelementares de Ga, Ge, Pd, Rh, Sc e Y (SpecSol,
Quimlab) foram diluidas e uma concentracdo final de 1,0 mg L™ de cada potencial
IS foi adicionada a todas as soluc@es analiticas de referéncia, brancos e amostras
e as recuperacdes foram avaliadas por experimentos de adicdo e recuperacdo em
seis niveis de concentracéo (0,20, 0,40, 0,60, 1,0, 2,0 e 3,0 mg L™?). Valores de

recuperacdo aceitaveis foram considerados entre 80 e 120%."
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3.3.3 - Preparo de amostra

A urina de um individuo saudavel foi coletada pela manha em um
frasco de polipropileno descontaminado e, posteriormente, acidificada com 0,28
mol Lt HNO; e estocada sob refrigeracdo até a execucdo dos experimentos. No
preparo das solucgdes para os trés niveis de diluicdo foi empregada 4gua ultrapura
e a concentracdo de HNOs foi mantida em 0,14 mol L* para evitar a formacédo de

precipitados.
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3.4 - Resultados e discussao

Tipicamente, urina apresenta elevado teor de solidos dissolvidos,
aproximadamente 3 % m v1,% o que pode causar obstrugdo ou acimulo de sais na
tocha, prejudicando a analise. Portanto, para manter a integridade do instrumento,

a menor diluicdo empregada foi de 2 vezes e os efeitos matriciais foram avaliados.

3.4.1 - Avaliacao de efeitos matriciais

A comparacdo entre as inclinacfes das curvas analiticas em meio
aquoso e em meio contendo a matriz € uma estratégia comumente empregada na
literatura para a verificacéo de efeitos matriciais.®® Dessa forma, inclinacdes das
curvas analiticas foram estabelecidas em ambos 0s meios e avaliou-se a existéncia
de diferencas significativas através do teste t Student ao nivel de confianca de
95%.

As inclinacOes obtidas em meio aquoso (0,14 mol Lt HNO3) e em
urina diluida 2 vezes sdo apresentadas na Tabela A1 do Apéndice e considerando
os valores para Cu, por exemplo, uma diferenca de 1,1 vezes foi observada entre
0 meio aquoso (81413 + 868) e urinario (73912 + 299), o que indicaria a
ocorréncia de efeitos matriciais. Entretanto, quando se verificaram os resultados
de adicéo e recuperagdo em diferentes concentracgdes, os valores de recuperacgéao
variaram entre 91 e 96 %, ndo sendo necessario 0 emprego da padronizagédo

interna como estratégia de correcdo, conforme demonstrado na Tabela 3.4.

Um comportamento semelhante foi observado para Al e As na
diluicdo de 20 vezes (Tabela A2) e para Ca na diluicdo de 200 vezes (Tabela A3).
Apesar das inclinacbes serem estatisticamente diferentes entre 0s meios e
indicarem efeitos matriciais, percentuais de recuperacdo adequados (80-120 %)

foram observados.

32



TABELA 3.4 - Recuperagdes e desvios padréo relativos (%) para cada analito em urina diluida 2 vezes empregando EC e IS (média e SD, n = 3).

Nivel

L Al 396,152 nm As 228,812 nm Ba 455,403 nm Be 234,861 nm Bi 472,255 nm
(mg L) EC IS Ga EC IS OH EC IS OH EC IS OH EC IS Rh
0.2 149 (8) 120(7)  775(06) 105(2) 57,4(04) 833(0,7) 69 (1) 99 (1) <LOQ" <LOQ"
04 144 (1) 105 (2) 77 (1) 100(2)  60,9(0,3) 841(06) 720(06) 97 (1) 118 (5) <LOQ"
0,6 156 (3) 108 (1) 78 (1) 101 (1) 658(04) 884(07) 742(05 981(05) 132 (11) <LOQ"
1,0 156 (3) 105(2)  758(0,7)  98(1)  67,3(08)  89(1) 727(07) 951(08)  137(2) 105 (2)
2,0 155 (4) 100(2)  750(05) 97,8(0,9) 680(01) 89,4(03) 71,2(05) 933(02)  132(5) 101 (4)
3,0 150 (6) 100(2)  754(0,6) 100(1) 684(05) 91,6(0,9) 70,7(05) 94 (1) 128 (3) 101 (2)
Nivel Cd 228,802 nm Co 240,725 nm Cr 357,820 nm Cu 324,754 nm Li 670,784 nm
(mg L) EC IS OH EC IS EC IS Rh EC IS EC IS Rh
0.2 50,8 (0,6) 75,9 (0,4) 95 (3) - 140 (2) 106 (6) 96 (1) - 139 (8) 106,0 (0,3)
04 547 (0,1) 750(03) 106,0 (0,9) - 145 (3) 99(3)  91,5(0.2) - 140 (3) 96 (3)
0,6 57,8 (0,5) 77(1)  109,6 (0,5) - 160 (4) 108 (5) 93,6 (0,9) - 151,2 (0,9) 102 (2)
1,0 57 (2) 75 (2) 110 (1) - 158 (3) 102 (2) 93 (1) - 151 (4) 98 (3)
2,0 579(08) 76,0(0,8) 1053 (0,3) - 158 (5) 100 (2) 91,0 (0,8) - 152 (7) 96 (3)
3,0 59 (1) 78 (2) 100 (1) - 154 (5)  99,3(0,8) 90,9 (07) - 147 (6) 95 (2)
Nivel Pb 363,957 nm Sb 217,851 nm
(mg L) EC IS Ga EC IS
0.2 123 (9) 94 (10) 23 (10) -
04 146 (3) 103 (3) 25 (4) -
0,6 146 (6) 99 (4) 37 (7) -
1,0 149 (3) 99,0 (0,3) 49 (2) -
2,0 149 (2) 96 (2) 58 (1) -
3,0 147 (4) 97 (1) 61,6 (0,3) -

*Os valores LOD foram mostrados na Tabela 3.10.
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3.4.2 - Efeito da urina diluida 2 vezes sobre 0s sinais analiticos

A diluicéo da urina em 2 vezes foi avaliada e os resultados obtidos
para os seis niveis de concentracdo foram apresentados anteriormente na Tabela
3.4. Considerando a concentracdo de 1,0 mg L? para cada elemento, as
recuperagdes obtidas e a influéncia do meio urinario sobre as intensidades
relativas (l) sdo apresentadas nas Figuras 3.1 e 3.2, respectivamente. A |

compreende a razao entre os sinais analiticos obtidos no meio contendo a matriz
e N0 Meio aquoso.
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FIGURA 3.1- Recuperag&o obtida para cada elemento adicionado na concentracéo de 1,0 mg
L em urina diluida 2 vezes.

Um aumento dos sinais analiticos, (Ire1>1,2 e recuperacfes superiores
a 120 %) foi observado para as linhas atémicas de Al (396,152 nm), Bi (472,255
nm), Cr (357,820 nm), Li (670,784 nm) e Pb (363,957 nm). Por outro lado,
supressdes de sinais (i.e. ler < 0,8 e recuperacdes menores que 80%) foram
observadas para As | (228,812 nm), Ba Il (455,403 nm), Be | (234,861 nm), Cd |

(228,802 nm) e Sb I (217,581 nm). Apenas Co | (240,725 nm) e Cu | (324,754
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nm) apresentaram valores adequados de recuperacéo na faixa de 80-120 %. Dessa
forma, constata-se que o efeito da matriz urindria varia de elemento para
elemento, uma vez que alguns deles apresentaram aumento de sinal (Al, Bi, Cr,
Li e Pb) e, outros, supressao de sinal (As, Ba, Be, Cd e Sb) quando comparado ao

meio aquoso.

1.8

o] = N
1.4—-
1.2—-
T 1 S I 1 e S
0.6—-

0.2 1

0.0

Al | As|Ba|Be|Bi|cd|co|cr|cu|Li|Pb| sb

FIGURA 3.2 - Influéncia da urina diluida de 2 vezes sobre a intensidade relativa (lrer) obtida
para cada analito.

A supresséo de sinal para Ba (Esum 7,93 €V) medido em uma linha de
emissao ionica e os aumentos de sinais para Al, Bi, Cr, Li e Pb medidos em linhas
de emissdo atomicas (Esum < 4 eV) podem ser explicados pela presenca dos EIES
Na e K na urina, que sdo conhecidos por causar modificacbes no plasma,
principalmente um aumento na densidade eletronica (ne) e, consequentemente,
mudancas no equilibrio de ionizacdo favorecendo a formacéo de espécies neutras,

representado por linhas atdmicas, conforme a Equacdo 3.1:®
M @ = M* @ t€ (Eq 3.1)

onde, M representa o &tomo do analito no estado gasoso, M*, o ion

formado e e, o elétron.
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SERRANO et al.” ao avaliarem os efeitos matriciais causados pela
adicdo de Ca sobre os sinais analiticos de As, Co, Cu, Mg, Mn, Mo, Sc, Se, Sr e
Zn, observaram que os efeitos estavam diretamente relacionados a energia da
linha de emissdo, ou seja, elementos medidos em linhas atbmicas com Egm
menores que 3,26 eV apresentaram aumento de sinal, enquanto as demais linhas
atbmicas e idnicas foram suprimidas. Portanto, para verificar a relagédo entre a
energia das linhas de emisséo e os efeitos matriciais causados pela urina,
empregou-se a analise de componentes principais (PCA) considerando a Iy, 0

desvio padrédo (SD) e a Eqym, conforme mostrado pela Figura 3.3.

A PCA ¢é comumente empregada para identificar similaridades entre
amostras ou analitos e os dados sdo projetados em matrizes menores a partir da
matriz original usando scores (amostras) e loadings (variaveis) e esses informam
a distribuicdo das amostras e a importancia das variaveis, respectivamente.’”” Os
dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) explicaram 91,3 e 8,7 % da
variancia dos dados e valores de scores negativos na PC1 foram observados para
0s elementos que apresentaram aumento de sinal na presenc¢a da matriz, Li (-1,93),
Al (-1,45), Bi (-1,23), Cr (-1,22) e Pb (-1,17). Por sua vez, valores positivos foram
obtidos para Ba (2,11), Sb (1,47), Cd (1,23), Be (0,90) e As (0,90), elementos que
apresentaram supressdo de sinal. Os elementos Co (0,04) e Cu (-0,02), que
apresentaram recuperacgdes aceitaveis na presenca de urina, mostraram valores de

scores proximos a zero.

Considerando que a primeira componente principal explica a maioria
dos dados (91,3 %), esses podem ser racionalizados por um grafico 3D projetando
a let, SD e Egqum para cada elemento, conforme demonstrado pela Figura 3.4.
Relacionando a energia total das linhas de emissdo apresentadas na Tabela A4 e
os dados da PCA, os elementos podem ser classificados em cinco grupos. O
primeiro grupo é composto por Li e Bi, apresentam I, entre 1,3 e 1,5 e baixos
valores de Egqm (1-2 eV). O segundo grupo € constituido por Al, Cr e Pb,
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elementos que apresentam I entre 1,5 e 1,6 e Esym de aproximadamente 3 eV. Os
elementos Co e Cu constituem o terceiro grupo e apresentam Il entre 0,9e 1,1 e
energias de 4 a 5 eV. O quarto grupo é composto pelos elementos que
apresentaram supressao de sinal, As, Be, Cd e Sb com energias entre 5e 6 eV e
I 0,4-0,8. O Gltimo grupo e constituido por Ba medido em uma linha de emisséo

ibnica, apresenta I, em torno de 0,66 e Egum de 7,93 eV.
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FIGURA 3.3- Representacdo PCA obtida para cada analito em urina diluida 2 vezes.

Assim como reportado por SERRANO et al.”®, também foi
observado neste estudo um aumento do sinal analitico para os elementos com Egum
menores que 3,26 eV (Al, Bi, Li e Pb) na presenca de urina. Entretanto, os autores
relataram uma supressdo de sinal para as demais linhas de emissdo testadas
enguanto, no presente estudo, a supressdao de sinal foi observada apenas para

analitos com energia entre 5 e 8 eV (As, Be, Cd, Sb e Ba).

Os resultados confirmam a dificuldade de analisar uma matriz

complexa como a urina e reforcam que os efeitos matriciais causados
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principalmente pelos EIEs ndo sdo iguais entre os analitos em MIP-OES e néo

podem ser explicados por um Unico processo. 880

FIGURA 3.4- Relagdo entre Irel, SD e Esum para cada analito em urina diluida 2 vezes.

3.4.3 - Efeito da urina diluida 20 vezes sobre os sinais analiticos

A fim de verificar o efeito da diluicdo sobre o comportamento da
padronizacdo interna e como estratégia para correcdo dos efeitos matriciais,
avaliou-se a diluicdo de 20 vezes e os dados para as diferentes concentracdes
adicionadas sdo apresentados na Tabela 3.5. As recuperacbes obtidas para as
diluicGes de 2 e 20 vezes a partir da adicdo de 1,0 mg L™ estdo representadas na

Figura 3.5.
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TABELA 3.5 - Recuperagdes e desvios padrdo relativos (%) para cada analito em urina diluida 20 vezes empregando EC e IS (média e SD, n = 3).

Nivel Al 396,152 nm As 228,812 nm Ba 455,403 nm Be 234,861 nm Bi 472,255 nm
(mg L) EC IS EC IS EC IS Rh EC IS Rh EC IS Sc
0,2 82 (1) - 90,8 (0,3) - 73,3(08)  82(1) 89 (2) 100 (2) <LOQ" <LOQ*
0,4 100 (1) - 106 (2) - 93 (1) 89 (2) 109 (6) 101 (6) <LOQ" 117 (10)
0,6 107 (1) - 112 (2) - 101 (4) 94 (3) 111 (3) 97 (5) 117 (3) 101 (5)
1,0 112 (1) - 115 (1) - 108 (1) 93 (1) 120 (2) 96 (1) 132 (5) 104 (1)
2,0 112 (6) - 112,4 (0,4) - 110 (4) 92 (1) 121 (5) 93 (2) 142 (10) 108 (2)
3,0 118 (2) - 115,2 (0,9) - 113,7(0,6) 94 (2) 126 (2) 96 (2) 144 (2) 108 (2)
Nivel Ca 396,847 nm Cd 228,802 nm Co 240,725 nm Cr 357,820 nm Cu 324,750 nm
(mg L) EC IS No* EC IS EC IS Sc EC IS Sc EC IS Rh
0,2 <LOQ" <LOQ" 91 (1) - 72 (5) 91 (5) 79 (3) 9 (2) 81 (3) 88 (3)
0,4 <LOQ" <LOQ" 108 (1) - 105 (8) 95 (3) 103 (3) 9 (3) 102 (2) 97 (3)
0,6 <LOQ" <LOQ" 112 (1) - 110 (4) 95(1)  109,7 (0,8) 95 (2) 107,1 (0,5) 99 (2)
1,0 121(2) 94 (1) 117 (2) - 122 (2) 96 (1) 119 (1) 95 (3) 114 (2) 98 (1)
2,0 113 (4) 93(2) 114 (5) - 131(7) 100,3(0,4) 121 (7) 92,5 (0,7) 116 (6) 97 (3)
3,0 117 (2) 94 (3) 117,9 (0,6) - 136,3(0,6) 102(2)  124,5(0,9) 9 (2) 121 (1) 100 (2)
Nivel Li 670,784 nm Mg 383,829 Mg 280,271 nm Pb 363,957 nm Sb 217,851 nm
(mg L) EC IS N* EC IS Sc EC ISY EC IS Sc EC 1S
0,2 108 (2) 90 (2) <LOQ*  <LOQ"  <LOQ* <LOQ"* 108 (2) 114 (5) <LOQ" -
0,4 115 (4) 97 (6) <LOQ"  116(4)  <LOQ 117 (7) 106 (6) 96 (7) 95 (7) -
0,6 118 (3) 95 (3) <LOQ®  103(8)  <LOQ" 120 (3) 111 (8) 96 (4) 114 (5) -
1,0 121,3(0,9) 95 (1) 127(7) 101(5)  133(5) 108 (3) 130 (4)  1025(0,7) 117 (1) -
2,0 121 (4) 100 (4) 123 (8) 94 (9) 123 (1) 98 (7) 136 (7)  104,3(0,3) 109 (4) -
3,0 124 (1) 100 (2) 131 (1) 99 (3) 128 (2) 101 (2) 141(4) 106 (1) 111(1) -

*Os valores LOD foram mostrados na Tabela 3.10.
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FIGURA 3.5 - Comparagdo entre as recuperac0es obtidas para cada analito adicionado na
concentragdo de 1,0 mg L nas diluices de 2 e 20 vezes.

Conforme demonstrado pela Figura 3.5, o aumento da diluicdo
melhorou a recuperacdo para os analitos As, Ba, Cd e Sh, que apresentavam
recuperacdes abaixo de 80 % na diluicdo de 2 vezes e passaram a apresentar
valores na faixa de 80-120 % na diluicdo de 20 vezes. Essa melhoria pode ser
explicada pela diminuicdo dos efeitos energéticos no plasma e dos efeitos de
transporte quando a diluicdo foi aumentada em dez vezes, uma vez que a urina
apresenta elevados teores de EIEs e ureia, conhecidos por diminuir a massa do
analito transportado para o plasma (W) e por causar um detrimento da energia

de excitacdo do plasma,® respectivamente, efeito esse observado na diluicéo de 2
Vezes.

Também foi observada uma melhoria para os resultados do Al, que
antes apresentava recuperacoes acima de 120 %, mas valores aceitaveis foram
obtidos com o aumento da dilui¢éo, corroborando a ideia de que a diluicdo é uma
estratégia simples e viavel para minimizar efeitos matriciais para alguns analitos

em matrizes complexas como a urina.
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Entretanto, 0 aumento da diluicdo nédo foi eficiente para corrigir as
interferéncias nédo espectrais para Bi, Cr, Li e Pb, que novamente apresentaram
um aumento do sinal analitico. Além disso, pode-se observar na Tabela 3.5 que o
Ba apresentou uma recuperacdo de 73,3 % para o primeiro nivel de adicéo (0,2
mg L) enquanto Be, Bi, Ca, Co, Cr, Cu, Li, Mg e Pb apresentaram recuperagdes

acima de 120 % para algumas das concentragoes avaliadas.

Embora recuperaces adequadas foram obtidas para Co e Cu na
diluicéo de 2 vezes, valores acima de 120 % foram observados para a diluicdo de
20 vezes para algumas das concentragcoes. Esse resultado pode ser explicado pela
ocorréncia de dois efeitos matriciais contrarios na urina diluida 2 vezes, i.e.,
efeitos de transporte causando supressao de sinal e efeitos energéticos no plasma
responsaveis pelo aumento de sinal. Assim, a soma de ambos resultou em
recuperacdes aceitaveis ao analisar a urina diluida 2 vezes, enquanto os efeitos
energeticos prevaleceram para a dilui¢do de 20 vezes, causando um aumento do

sinal analitico.

Os resultados apresentados possibilitam demonstrar que o aumento
da diluicdo foi adequado para alguns analitos (Al, As, Ba, Cd e Sb), mas néo
eficiente para todos, reforcando a necessidade de outras estratégias de correcéo,
como a padronizacdo interna ao se analisar matrizes tdo complexas como a urina,
pois as origens dos efeitos dos EIEs ndo podem ser atribuidas a um unico
processo’® e podem se tornar ainda mais intensos para combinacdes binarias entre
elementos como Na, K, Ca e Mg presentes na mesma matriz, conforme reportado
por MAESSEN et al.®
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3.4.4 - Efeito da urina diluida 200 vezes sobre os sinais analiticos
Devido a persisténcia dos efeitos matriciais, avaliou-se a diluicdo de

200 vezes e os resultados obtidos para as diferentes concentracfes sdo

apresentados na Tabela 3.6 e as trés diluicOes avaliadas foram comparadas na

Figura 3.6 para uma mesma concentracdo adicionada de cada analito (1,0 mg L-

b,
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FIGURA 3.6- Efeito da diluicdo na recuperacao obtida para cada elemento na concentracao
de1,0mg L™

Para a diluicdo de 200 vezes, recuperacdes aceitaveis entre 80-120 %
foram obtidas para a maioria dos elementos como As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, LI,
Mg Il e Sb. No entanto, valores abaixo de 80 % foram obtidos para Al (< 0,6 mg
L), Cr (< 1,0 mg L) e para as menores concentracdes adicionadas de Cu, Mg |
e Pb. A supressao de sinal ocorreu para elementos com Egmentre 3,0e 4,0eV (Al
3,13eV, Cr 3,46 eV, Cu 3,82 eV, Mg 3,23 eV e Pb 3,40 eV) e pode ser explicada
considerando-se 0 comportamento das espécies moleculares do plasma que

apresentam energias na mesma faixa: OH (Esym 4,01) e N2* (Esum 3,17 V).
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TABELA 3.6 - Recuperac@es e desvios padrao relativos (%) para cada analito em urina diluida 200 vezes empregando EC e IS (média e SD, n = 3).

Nivel Al 396,152 nm As 228,812 nm Ba 455,403 nm Be 234,861 nm Bi 472,255 nm
(mg L) EC IS N,* EC IS EC IS EC IS EC IS
0,2 57 (2) 101 (1) 111 (2) - 81 (1) - 108 (1) - <LOQ" -
0,4 76 (5) 90 (4) 103 (2) - 90 (3) - 107 (4) - <LOQ" -
0,6 78 (3) 84 (2) 101 (2) - 89 (1) - 103 (3) - 99 (4) -
1,0 85 (2) 85,1 (0,5) 101 (2) - 94 (2) - 104 (1) - 99 (4) -
2,0 86 (2) 83 (3) 98 (3) - 92 (1) - 99 (3) - 92 (1) -
3,0 87 (2) 84 (1) 99 (2) - 93,9 (0,7) - 99 (2) - 92 (2) -
Nivel Ca 396,847 nm Cd 228,802 nm Co 240,725 nm Cr 357,820 nm Cu 324,750 nm
(mg L) EC IS EC IS EC IS EC IS No* EC IS No*
0,2 < LOQ" - 94,8 (0,6) - 92 (3) - 55 (2) 75 (2) 73 (1) 93,4 (0,5)
0,4 105 (3) - 96 (2) - 97,8 (0,3) - 71 (3) 85 (6) 85 (5) 97 (6)
0,6 95 (3) - 95,3 (0,5) - 95 (2) - 74 (3) 85 (2) 86 (2) 97 (1)
1,0 102 (6) - 101 (1) - 100 (2) - 79 (2) 92 (3) 93 (2) 106 (1)
2,0 95 (3) - 97 (2) - 96 (1) - 80,3 (0,4) 9 (2) 90 (2) 105 (5)
3,0 94 (1) - 97,5 (0,8) - 96,7 (0,9) - 81,8(05)  97,9(0,8) 92 (2) 110 (1)
Nivel Li 670,784 nm Mg 383,829 Mg 280,271 nm Pb 363,957 nm Sb 217,851 nm
(mg L) EC IS EC IS No* EC 1S EC IS N,* EC IS
0,2 106 (1) - 76 (2) 95 (2) 120 (2) - 68 (7) 88 (8) 99 (2) -
0,4 101 (3) - 85 (6) 97 (8) 108 (2) - 94 (8) 106 (9) 99 (7) -
0,6 97 (4) - 83 (3) 9 (2) 102 (3) - 86 (7) 97 (7) 102 (2) -
1,0 98 (2) - 87 (2) 100 (1) 103 (1) - 88 (4) 101 (5)  101,2 (0,4) -
2,0 94 (1) - 86 (2) 100 (4) 101 (1) - 87,3 (0,3) 102 (3) 96 (4) -
3,0 94 (2) - 88 (2) 104 (2) 102 (1) - 91 (2) 108 (2) 9% (2) -

43



A Figura 3.7 mostra o efeito da urina diluida 200 vezes sobre o
comportamento das espécies moleculares do plasma de nitrogénio N,* e OH em
comparacdo com o meio aquoso (0,14 mol L HNO3) e pode-se observar que a
matriz causou aumento de sinal para a espécie molecular OH e supresséo de sinal
para N,*. Segundo WILLIAMS et al.”, os sinais de N,* e OH podem ser usados
como indicativos da condigdo energética do plasma e de sua capacidade de
atomizacdo, respectivamente. Dessa forma, a supresséo de sinal observada para
Al, Cr, Cu, Mg e Pb resultaram do detrimento nas condi¢des de excitacdo do
plasma (diminuicdo de sinal para N,") e de efeitos de transporte, pois o sinal de

OH aumenta com a diminuicéo da eficiéncia de atomizagéo do plasma.”
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FIGURA 3.7- Comparacéo entre o sinal de emissdo obtido em MIP-OES para as espécies
moleculares (m) N2* e () OH em solucéo aquosa (0,14 mol L™ HNO3) e urina diluida de 200
vezes.

Em geral, a diluicdo de 200 vezes foi adequada para a maioria dos
analitos e reduziu os efeitos matriciais, com valores de recuperacédo abaixo de 80
% apenas para baixas concentragdes de cinco elementos. No entanto,
considerando a sensibilidade em MIP-OES, esse fator de diluicdo pode ser
inadequado para a maioria dos elementos em amostras reais, como As, Cd, Cu e
Pb, que, normalmente, sdo encontrados em baixas concentragc0es em amostras

bioldgicas.5®
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3.4.5 - Avaliacao da calibragéo por padronizacéo interna

Os elementos Ga, Ge, Pd, Rh, Sc e Y e quatro espécies moleculares
formadas no plasma de nitrogénio (CN, N,, N, e OH) foram avaliados como
padrbes internos. Normalmente a escolha baseia-se nas propriedades fisico-
quimicas similares, tais como tipo de linha de emissédo (atdbmica x ibnica), energia
de ionizacdo, entalpia de vaporizacdo ou energia da linha de emissdo proximos
para o par analito/IS.2 Entretanto, esses critérios nem sempre séo validos quando
varios analitos serdo determinados em uma mesma analise.>>?

O tratamento matematico convencional baseado na razao dos sinais
entre analito e padrdo interno foi avaliado tanto para os elementos quanto para as
especies moleculares. Outra estratégia empregada apenas para as espeécies
moleculares foi a multiplicacdo de sinais do IS e do analito (A x M), normalmente
usada quando ambos se comportam de forma oposta. Os resultados obtidos com
a padronizacdo interna para as dilui¢Ges de 2, 20 e 200 vezes séo apresentados nas
Tabelas 3.7,3.8 ¢ 3.9.

Conforme discutido anteriormente e reportado na Tabela 3.4, a
diluicdo de 2 vezes causou efeitos matriciais para a maioria dos elementos, com
aumento dos sinais analiticos de Al, Bi, Cr, Li e Pb e supressdo de sinais de As,
Ba, Be, Cd e Sh. A padronizacdo interna foi avaliada e os ISs Ga e Rh foram
eficientes para a correcdo dos efeitos matriciais para todos os analitos que
apresentaram recuperacdes acima de 120 %, enquanto a espécie molecular OH
corrigiu a supressao de sinal para As, Ba, Be e Cd. Nenhum IS foi capaz de
corrigir os severos efeitos para Sh. Além disso, as melhores recuperacfes foram
obtidas empregando Ga | como IS para Al 1 e Pb I, OH como IS para As |, Ba ll,
BeleCdleRhlcomolSparaBil, CrlelLil Também se pode observar que
ao aplicar o tratamento A x M, CN foi um IS adequado para As e Be, N, para As
e, ainda, OH para Bi, Li e Pb.

Considerando as propriedades fisico-quimicas, observa-se na Tabela

3.7, que Ga I (417,204 nm), Rh I (365,799 nm) e Sc | (391,182 nm) foram ISs
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eficientes para Al | (396,152 nm), 0 que estaria de acordo com as propriedades
similares, pois os comprimentos de onda e Eqym de Al (3,13 eV), Ga (2,97 eV), Rh
(3,39 eV) e Sc (3,17 eV) sdo proximos. No entanto, baseado nas propriedades
similares, Sc 11 (424,682 nm e Eqm 9,48 eV) deveria ser o melhor IS para Ba Il
(455,403 nm e Esum 7,93 V), 0 que ndo ocorreu, pois a espécie molecular OH
(4,01 eV) gerou os melhores resultados.

Em relacdo a entalpia de vaporizacgdo, o analito Al (294 kJ mol™) e o
melhor IS Ga (254 kJ mol?), apresentam valores proximos, entretanto essa mesma
relacdo ndo foi observada entre Bi (151 kJ mol?) e o IS Rh (495 kJ mol™),
demonstrando que nem sempre ha uma relacéo clara entre as propriedades do par
analito/IS em MIP-OES. Esse aspecto também foi anteriormente observado para
avaliacdo de I1Ss em ICP-OES %%

Para a diluicdo de 20 vezes, Ge, Rh e Sc se comportaram como ISs
gerais e foram capazes de corrigir os efeitos matriciais para todos os analitos,
conforme mostrado na Tabela 3.8. Um resultado parecido foi obtido para a
diluicdo de 200 vezes (Tabela 3.9), sendo a espécie molecular N,* adequada,
quando aplicado o tratamento matematico A X M, para corrigir a supressao de
sinal observada para Al, Cr, Cu, Mg e Pb.

Os resultados demonstraram a influéncia da matriz de urina na
recuperacao dos analitos e no comportamento dos potenciais ISs. Na presenca de
uma matriz concentrada, i.e., diluicdo de 2 vezes, efeitos matriciais variados
foram observados, ou seja, aumento, supressao ou nenhum efeito e,
consequentemente, nenhum IS foi efetivo para corrigir as interferéncias para todos
os analitos. Entretanto, 0 emprego de um IS Unico é possivel para analise de urina
em MIP-OES desde que empregada a diluicdo apropriada (Ge, Rh ou Sc para
diluicdo de 20 vezes e N, para a diluicdo de 200 vezes).
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TABELA 3.7- Padrdes internos selecionados para correcdo de efeitos matriciais em MIP-OES
para urina diluida 2 vezes.

IS
Analito - A (hm) Esun’ Padrdes internos IS selecionado Esum®
(eV) V)
Al 396,152 (1) 3,13 Ga,RheScl Ga 417,204 (1) 2,97
As 228,812 (1) 5,42 CN*, N2"* OH SclleY OH 4,01
Ba 455,403 (1) 7,93 OH OH 4,01
Be 234,861 () 5,28 CN* OH,SclleY OH 4,01
Bi 472,255 (1) 2,63 CN, Ga, OH* Pd e Rh Rh 343,489 (1) 3,61
Cd 228,802 (1) 5,42 OH OH 4,01
Co 240,725 (1) 5,15 - - -
Cr 357,820 (I) 3,46 Ga,Rhe Scl Rh 365,799 (1) 3,39
Cu 324,75 (1) 3,82 - - -
Li 670,784 (1) 1,85 Ga,OH*® Pd,Rhe Scl  Rh 365,799 (I) 3,39
Pb 363,957 (1) 3,40 Ga, OH* Pd e Rh Ga 417,204 (1) 2,97
Sb 217,581 (1) 5,70 Nenhum corrige - -
| — Linha atémica; Il — Linha ibnica

*Equm= E ionizagdo + excitagdo
*Tratamento matematico A x M
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TABELA 3.8- Padrdes internos selecionados para correcdo de efeitos matriciais em MIP-OES
para urina diluida 20 vezes.

IS
- Esumi ~ - -
Analito - X (hm) V) Padrd@es internos IS selecionado Esum®
e
(eV)
Al 396,152 (1) 3,13 - - -
As 228,812 (1) 5,42 - - -
Rh 343,489
Ba 455,403 (1) 7,93 Ge, N2, Rhe Sc | 0 3,61
Rh 365,799
Be 234,861 (1) 5,28 CN, Ga, Ge, Pd, Rh, Sce Y n 3,39
Bi 472,255 (1) 2,63 Ga, Ge, N2", Rh,ScleY Sc 391,182 (I) 3,17
CN, Ga, Ge, N2*, OH ¥, Pd,
Ca 396,847 (1) 9,23 N2* 3,17
Rh,SceY
Cd 228,802 (1) 5,42 - - -
Co 240,725 (1) 5,15 Ge, Rh,e Sc | Sc 391,182 (1) 3,17
Cr 357,820 (1) 3,46 Ga, Ge,Rhe Scl Sc 391,182 (1) 3,17
Rh 343,489
Cu 324,750 (1) 3,82 Ga, Ge, Rhe Sc 0 3,61
) CN, Ga, Ge, N2* N2*, OH",
Li 670,784 (1) 1,85 No* 3,17
Pd,Rh,SceY
Ga, Ge, N2*, OH* Rh, Sce
Mg 383,829 (1) 3,23 v Sc 391,182 (1) 3,17
Ga, Ge, N2*, OH* Rh, Sce
Mg 280,271 (1) 12,07 v Y 371,029 (11) 9,56
Ga, Ge, N2*, Rh, Sc
Pb 363,957 (1) 3,40 v Sc 391,182 (1) 3,17
e
Sh 217,581 (1) 5,70 - - -
| — Linha atdbmica; Il — Linha idnica

*Equm= E ionizacdo + excitagdo
"Tratamento matematico A x M
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TABELA 3.9- Padrdes internos selecionados para correcéo de efeitos matriciais em MIP-OES
para urina diluida 200 vezes.

IS

Analito - A (hm) Esun’ Padrd@es internos IS selecionado Esum*

(eV) V)

Al 396,152 (1) 3,13 N2** e Pd N2* 3,17
As 228,812 (1) 5,42 - - .
Ba 455,403 (I1) 7,93 - - -
Be 234,861 (1) 5,28 - - -
Bi 472,255 (1) 2,63 - - -
Ca 396,847 (I1) 9,23 - - -
Cd 228,802 (1) 5,42 - - -
Co 240,725 (1) 5,15 - - -
Cr 357,820 (1) 3,46 N2"*e Pd N2* -

Cu 324,750 (1) 3,82 N2* ™ N2 3,17
Li 670,784 (1) 1,85 - - -

Mg 383,829 (1) 3,23 N2"* Pd, Rh e Sc N2* 3,17
Mg 280,271 (I1) 12,07 - - -

Pb 363,957 (1) 3,40 No** N2* 3,17
Sh 217,581 (1) 5,70 - - -

I — linha atémica; 1l — linha ibnica

*Esum= E ionizacéo + excitagdo
*Tratamento matematico A x M
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3.4.6 - Limites de deteccao

Os limites de deteccdo foram obtidos para calibracdo externa e
padronizacdo interna empregando o IS selecionado para cada nivel de diluicéo e
foram calculados através de 10 medidas do branco analitico como sendo 3 vezes
a razdo entre o desvio padrdo e a inclinagdo da curva de calibragdo, conforme
recomendado pela IUPAC. Para padronizacgéo interna, o respectivo tratamento foi

aplicado e os resultados sdo mostrados na Tabela 3.10.

TABELA 3.10- Limites de deteccdo (ug L) obtidos para cada nivel de diluicdo empregando
ECelS.

Analito 2 vezes (ug L) 20 vezes (ug L) 200 vezes (ug L)

A (nm) EC IS EC IS EC IS
Al 396,152 14 13 4,8 - 2,8 2,9
As 228,812 8,2 11 6,2 - 6,0 -
Ba 455,403 2,6 3,5 1,9 1,4 3,2 -
Be 234,861 0,83 11 2,1 1,4 0,54 -
Bi 472,255 101 186 129 101 124 -
Ca 396,847 Né&o determinado 268 329 75 -
Cd 228,802 3,6 4,8 6,1 - 2,7 -
Co 240,725 17 - 37 23 18 -
Cr 357,820 6,9 12 4,8 2,6 1,6 1,8
Cu 324,750 3,3 - 2,5 18 1,5 2,2
Li 670,784 4,6 2,3 1,2 1,0 0,33 -
Mg 280,271 N&o determinado 217 67 22 -
Mg 383,829 N&o determinado 255 106 28 32
Pb 363,957 54 39 61 53 48 56
Sh 217,581 30 - 76 - 42 -

- A EC foi eficiente e, portanto, a IS néo foi aplicada.

De forma geral, melhores ou comparaveis limites de deteccdo foram
obtidos para a diluicdo de 200 vezes devido aos menores efeitos matriciais. Para
0 analito Al, por exemplo, houve uma diminuicdo de 5 vezes ao aumentar a
diluicdo de 2 vezes (14 ng L) para 200 vezes (2,8 ug L?) e para Li o LOD passou
de 4,6 para 0,33 pg L para as mesmas diluicdes empregando a EC. No entanto,
conforme discutido anteriormente, uma diluicdo de 200 vezes pode ser

inapropriada para determinar elementos traco em amostras de urina.
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Além disso, os valores obtidos para a padronizacgdo interna foram
proximos ou menores que o0s obtidos para calibracdo externa conforme
demonstrado para Be, Cr, Cu, Li, Mg e Pb na urina diluida 20 vezes, corroborando
a eficiéncia da padronizacdo interna na correcdo dos efeitos matriciais. Dessa
forma, a padronizacéo interna juntamente com as dilui¢des de 2 e 20 vezes séo as
estratégias mais adequadas para a determinacdo de micro e macro elementos,

respectivamente.

3.4.7 - Desempenho de ICP-OES e MIP-OES para analise de urina

O MIP-OES apresenta uma menor temperatura de excitagcdo do
plasma (aproximadamente 5000 K) comparativamente ao ICP-OES (em torno de
8000 K) e efeitos matriciais pronunciados sdo esperados devido a presenca de
EIEs em matrizes complexas como a urina.®> Com o objetivo de avaliar o
desempenho de ambos os métodos instrumentais, os resultados obtidos foram
comparados com os reportados por BARROS et al.® para analise de urina por
ICP-OES, conforme Tabela 3.11.

O nebulizador com ranhura em V foi empregado em ICP-OES
enquanto o nebulizador Mira Mist foi escolhido para as analises por MIP-OES
devido aos resultados apresentados por SILVA et al.®4, que observaram uma
relacdo entre o desempenho analitico e o tipo de nebulizador empregado em MIP-
OES e reportaram resultados satisfatorios para matrizes contendo EIEs quando
Mira Mist foi usado.

BARROS et al.® avaliaram a analise direta de urina em ICP-OES
para a determinacdo de Al, As, Ba, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Li, Pb, Sbe Zne
as diluicOes de 10 vezes para Na e K e 20 vezes para Ca e Mg. Esses autores
observaram um aumento do sinal para todos os analitos exceto Ca e K. Por sua
vez, para MIP-OES as dilui¢des de 2, 20 e 200 vezes foram avaliadas para evitar
possiveis danos na tocha. Aumento de sinal, supressao ou até mesmo nenhum

efeito foram observados.
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Como estratégias de calibracdo, EC, IS ou MEC foram empregados
em ICP-OES e os melhores resultados para padronizacédo interna foram obtidos
empregando os elementos Ge ou Pd, entretanto, os autores ndo observaram um
Unico IS capaz de corrigir os efeitos matriciais para todos os analitos. Em MIP-
OES, foram avaliados a EC e IS. Germanio, Rh e Sc foram eficientes para corrigir
os efeitos para todos os analitos na diluicdo de 20 vezes. Além disso, a espécie
molecular N,* se comportou como IS geral na diluicdo de 200 vezes. Em ambos
0s métodos ndo foi observado uma relacdo entre a selecdo do melhor IS e as
propriedades fisico-quimicas similares e a escolha foi realizada com base nas
recuperacoes.

Em relacdo aos limites de detecgéo, de forma geral, valores maiores
foram obtidos por calibracéo externa para MIP-OES do que para ICP-OES, o que
ja era esperado devido a menor temperatura de excitacdo do plasma, conforme
observado para Al, Ba, Bi, Co e Li. Entretanto, os valores foram préximos para
As, Cr e Cu, demonstrando que apesar de proporcionar LODs superiores para
alguns analitos, o plasma de nitrogénio apresentou resultados aceitaveis para a

analise de urina.

52



TABELA 3.11- Comparagdo entre ICP-OES e MIP-OES para anélise de urina.

ICP-OES®

MIP-OES

Nebulizador
Diluicao da matriz

Efeitos matriciais

Estratégias de calibracdo
Padrdes internos

LOD'

V-groove

Sem diluicdo; 10 vezes (Na e

K); 20-fold (Ca e Mg)

Aumento de sinal para todos

analitos exceto Ca e K

EC, ISe MEC
Ge ou Pd

Al 167,079 nm = 0,15
As 188,979 nm = 9,2
Ba 455,403 nm = 0,35
Be 313,042 nm = 0,16
Bi 223,061 nm = 15
Ca317,933nm=1,8
Cd 228,802 nm = 0,40
Co 228,615 nm = 0,42
Cr 357,870 nm =35
Cu 324,754 nm=2,9
Li 670,784 nm = 0,22
Mg 280,270 nm = 2,7
Pb 220,353 nm = 17
Sb 217,581 nm =9,2

Mira Mist
2, 20 e 200 vezes

Aumento de sinal, supressao

de sinal ou até mesmo
nenhum efeito matricial.
ECelS
Variados (2 vezes)
Ge, Rh ou Sc (20 vezes)
N2* (200 vezes)
Al 396,152 nm = 14
As 228,812 nm = 8,2
Ba 455,403 nm=2,6
Be 234,861 nm = 0,83
Bi 472,255 nm = 101
Ca 396,847 nm = 268
Cd 228,802 nm = 3,6
Co0 240,725 nm = 17
Cr 357,820 nm = 6,9
Cu 324,750 nm = 3,3
Li 670,784 nm =4,6
Mg 280,271 nm = 217
Pb 363,957 nm =54
Sb 217,581 nm = 30

‘Os valores de LOD (ug L) para MIP-OES foram baseados na minima diluicio para cada

analito.
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3.5 - Conclusdes parciais

Neste capitulo a diluicdo da amostra em trés niveis (i.e. 2, 20 e 200
vezes) juntamente com o emprego da calibracdo por padronizacao interna (Ga,
Ge, Pd, Rh, Sc e Y e espécies moleculares CN, Nz, N, e OH) foram
satisfatoriamente empregados para analise de urina sem preparo adicional em
MIP-OES. Efeitos energéticos no plasma e de transporte foram observados para
a maioria dos elementos na urina diluida 2 vezes aplicando experimentos de
adicéo e recuperacdo, com aumento dos sinais analiticos para Al, Bi, Cr, Li e Pb
e supressdo para As, Ba, Be, Cd e Sh. Para esse fator de dilui¢cdo, Ga e Rh foram
eficientes para corrigir erros positivos e, com excecdo do Sb, a espécie molecular
OH foi eficientemente usada como IS para analitos que apresentaram
recuperacdes abaixo de 80 %, entretanto, nenhum IS foi capaz de corrigir 0s
efeitos matriciais para todos os analitos. O aumento do fator de diluigdo néo foi
suficiente para a correcdo de interferéncias ndo espectrais, mas o uso dos padroes
internos Ge, Rh e Sc para a amostra diluida 20 vezes e da espécie molecular N,*
na diluicdo de 200 vezes, possibilitaram a correcdo dos efeitos para todos 0s

analitos.
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CAPITULO 4 -

Efeitos do etanol e do acido oxalico em

MIP-OES: como corrigir processos de

Interferéncia?



EFEITOS DO ETANOL E DO ACIDO OXALICO EM MIP-OES:
COMO CORRIGIR PROCESSOS DE INTERFERENCIA?

4.1 - Revisao bibliografica
4.1.1 - Analise de compostos organicos: contextualizacdo

A analise de matrizes organicas € considerada um desafio em
métodos instrumentais com plasma induzido uma vez que pode impactar
diretamente a geracdo e o transporte do aerossol, bem como os processos de
excitacdo e ionizacdo.®> Além disso, 0os compostos organicos podem causar
obstrucdes no tubo central da tocha de quartzo, componentes e interfaces e séo
conhecidos na literatura por causar um aumento na sensibilidade de analitos com
energias de ionizacgéo entre 9 e 12 eV, tais como As (9,79 eV), Au (9,23 eV), Hg
(10,44 eV), Se (9,75 eV) e Te (9,01 eV).%

Vaérios trabalhos reportaram os efeitos devido a introducdo de
matrizes organicas em plasma de argbnio e uma revisao detalhada foi apresentada
por LECLERCQ et al.® Dessa forma, apenas alguns estudos serdo abordados para

ICP-OES e ICP-MS como forma de contextualizacao.

Em 1991, ALLAIN et al.® avaliaram o efeito de glicerol e glicose
nos sinais analiticos de diferentes elementos por ICP-MS. Um aumento de sinal
entre 190 e 600 % foi observado para analitos com altas energias de ionizagéo
(Hg, Au, Se, As e Te) enquanto recuperacdes entre 90 e 110 % foram observadas
para Bi, Co, Eu, Ho, I, In, La, Mo, Ni, Pb, Pt, Sn, Sr, Tl e U.

GAMMELGAARD E J@ZNS?¥ estudaram os efeitos matriciais
provenientes de &cido acético, acetonitrila, glicerol, butanol, propanol, etanol e
metanol na sensibilidade de Se por ICP-MS e observaram que os efeitos estavam
diretamente relacionados a vazao do gas de nebulizacéo e a poténcia aplicada de
RF. Os autores empregaram analise multivariada e a maxima intensidade de sinal

foi obtida para vazdo de 0,95 L min™ e poténcia de 1300 W. Um aumento de
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sensibilidade entre 5-6 foi observado para as diferentes fontes de carbono, sendo

a maior sensibilidade obtida na presenca de acido aceético.

Em ICP-OES, MACHAT et al.® investigaram interferéncias
espectrais e ndo espectrais sobre o sinal analitico de Se 1 (196,09 nm) e uma
pequena banda molecular de CO foi observada em 206,76 nm. Glicerol foi
empregado como fonte de carbono e um aumento de sinal de aproximadamente
30 % foi reportado na presenca de 10.000 mg L de C usando um ICP-OES com
visdo radial (Jobin-Yvon modelo 170). Os autores também avaliaram outros
instrumentos e concluiram que o aumento de sinal depende do ICP utilizado.
Além disso, os efeitos matriciais também foram investigados para os elementos
As, Au, Bi, Cd, Te e Zn e um pequeno aumento foi observado para As (e 1,14)
e Te (I 1,12).

GRINDLAY et al.®° analisaram os efeitos matriciais de trés fontes de
carbono (&cido citrico, glicerol e hidrogenoftalato de potassio) em diferentes
concentracgdes sob o sinal de 15 analitos e observaram que, de forma geral, os
efeitos foram mais pronunciados com o aumento da concentracgao de carbono. Os
resultados também demonstraram que a magnitude dos efeitos matriciais depende
do tipo da linha de emissdo considerada, isto €, supressao de até 15 % para linhas
atdmicas com Egm < 6 eV e aumento de até 30 % para linhas com Eg, > 6 €V em
solugbes contendo glicerol e acido citrico. As linhas idnicas, por sua vez,
apresentaram supressdao de sinal quando Egn, foi superior a 14 eV. Os autores
concluiram que os efeitos sdo atribuidos as mudancas no mecanismo de excitacao,
uma vez que alteracgdes significativas ndo foram observadas no tamanho da gota

de aerossol e na eficiéncia de transporte.

WILTSCHE et al.*® compararam os efeitos de metanol, fenilalanina
e CO, no comportamento de 36 elementos em ICP-OES. Na presenca de
fenilalanina, ndo houve uma modificacéo superior a 5 % nos sinais analiticos para

a maioria dos elementos, com excecdo de As, Be Il e Se que apresentaram

57


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=71bec96a8f1513f5JmltdHM9MTY3MzA0OTYwMCZpZ3VpZD0xMDlhZTljMS0wODY4LTY5ZTMtMjZmNS1mYmE3MDkxZDY4NDcmaW5zaWQ9NTE5NA&ptn=3&hsh=3&fclid=109ae9c1-0868-69e3-26f5-fba7091d6847&psq=hidrogenoftalato&u=a1aHR0cHM6Ly9lcy53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvSGlkcm9nZW5vZnRhbGF0b19kZV9wb3Rhc2lv&ntb=1

aumentos entre 10 e 20 %. Em metanol na concentracdo de 10% m m, os efeitos
foram variados e relacionados com a energia da linha de emissdo, e.g. supressao
entre 10-20 % para analitos com Eex 2-3 eV e aumento de sinal superior a 50 %
para linhas atbmicas com Ee > 6 €V e linhas i6nicas com Eg,m em torno de 15,5
eV. Aumentos de sinais comparaveis aos do metanol foram obtidos para alguns
elementos quando CO; foi injetado no plasma de argénio. Os autores também
relataram a diminuicdo no tamanho do plasma na presenca de metanol, efeito

conhecido como “pinga térmica”.

Quanto aos mecanismos responsaveis pelos efeitos matriciais,
ABOU-SHAKRA et al.* propuseram uma reacdo de transferéncia de carga entre
C* e 82Se para explicar o aumento de sinal de 3 vezes observado para o analito em
amostras de soro sanguineo por ICP-MS, conforme pode-se observar pela
equacdo 4.1. De acordo com os autores, uma energia de 1098 kJ mol™* é necessaria
para formacéo do ion excitado de Se, valor proximo a energia de ionizagédo do C,
1086 kJ mol .

C*+Se — C+Se* (Eqg. 4.1)

Posteriormente, GRINDLAY et al.® demonstraram que a ocorréncia
dessas reacdes de transferéncia de carga necessita tanto da energia minima quanto
da conservacdo do spin entre reagentes e produtos e, embora a espécie
predominante no plasma de ICP seja C*, as reacdes também podem envolver
especies como CO*, CO,", C," e ArC".

KAHEN et al.®® reportaram a geracdo de aerossois primarios mais
finos na presenca de solventes organicos como hexano e acetona. Um diametro
médio da gota de aerossol (D3 ) de 4,6 um foi obtido na presenca de hexano em
contraste com 7,2 pum para solucBes aquosas. Outra hipotese propde que o

aumento de sinal na presenca de solventes organicos ocorre devido a evaporacado
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do solvente na cdmara de nebulizacdo e consequentes aumentos nas taxas de

solvente (Sit) € massa de analito transportados (W) para o plasma.®®

GRINDLAY et al.* avaliaram a influéncia de carbono no sinal
analitico de 34 elementos usando ICP-OES com visédo axial e supressdo de sinal
foi observada para analitos com Eg,,m menores que 4-5 eV, e.g. linhas atbmicas de
Na (588,995 nm) e Li (610,365 nm) foram reduzidas em até 23 % na presenca de
glicerol. Esses autores concluiram que o efeito observado pode estar relacionado
a fendmenos como diminuicdo na populacdo de atomos excitados devido as
colisbes com carbono ou com a formacgdo de compostos de carbeto estaveis.
Também foi observado um aumento dos sinais analiticos para as linhas atbmicas
de As, Se, Te, I, P e Hg e os resultados foram explicados por reacdes de

transferéncia de carga entre o analito e C™.

4.1.2 - Analise de compostos orgénicos por MIP-OES

Apesar de muitos estudos envolvendo efeitos de matrizes organicas
em plasma induzido, poucos se dedicaram ao MIP-OES e, embora o plasma de
nitrogénio apresente menor temperatura e densidade eletronica e seja mais
propenso a efeitos matriciais comparado ao plasma de argbnio, ha estudos

mostrando que o MIP apresenta maior tolerancia a introducéo de carbono.>>2

DONATI et al.% determinaram Cr, Ni, Pb e VV em combustiveis por
MIP-OES e o preparo de amostra consistiu na dilui¢cdo do etanol em 10 vezes com
solucdo aquosa de HNOz 1,0% v v* e no preparo de microemulsdes empregando
propanol para gasolina. A introdugdo de elevadas concentragdes de etanol e
propanol foi possivel sem a extingdo do plasma e recuperacdes entre 84-123 %

foram obtidas empregando compatibilizacdo de matriz.

AMAIS et al.% propuseram um simples procedimento, baseado na
diluicdo de amostras em etanol na proporcdo de 1:10 v v! para determinacéo de
Si em diesel e biodiesel por MIP-OES. Com exce¢do de uma amostra,

recuperacdes entre 91-102 % foram obtidas e ndo foram observados depositos de
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carbono na tocha ou perdas na performance do instrumento quando solucdes

contendo 90 % v v ! de etanol foram analisadas.

OZBEK et al.®" determinaram Al, B, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb e
Zn em 35 amostras de vinagre (uva, maca, roma, figo, balsamico e caseiro). O
preparo de amostra consistiu na diluicdo em &cido acético 2% v v! e as

recuperacdes variaram entre 93-104 %.

Resultados satisfatorios também foram obtidos na analise de 6leo cru
quando as amostras foram diluidas em o-xileno e as estratégias de calibracdo
compatibilizacdo de matriz e padronizacdo interna (empregando Sc) foram
utilizadas para determinacéo de Ca, Fe, Na, Ni e V por NELSON et al.> e Ca, Fe,
K, Mo, Na, Ni e V por POIRIER et al..”®

Embora o MIP apresente resultados adequados para analise de
amostras com elevados teores de carbono, as estratégias de calibracdo SA, MMC
e IS sdo comumente necessarias conforme demonstrado nos estudos abordados.
Outra alternativa relatada na literatura para minimizar os efeitos matriciais e
reduzir o sinal de fundo durante a analise de organicos é o médulo de controle de
gas externo (EGCM), que realiza a introducdo de O, no plasma e,
consequentemente, a oxidacdo do carbono presente na amostra, levando a
formacdo de mondxido e diéxido de carbono.® O EGCM ja foi reportado na
analise de matrizes variadas, e.g. determinacéo de B em vinho®, Mo em carne de

cordeiro® e 18 analitos em 0leo lubrificante®.

Recentemente, SERRANO et al.” investigaram a influéncia de
glicerol 5% m m no sinal de 10 analitos e os dados foram comparados com os
obtidos em HNOs 1,0 % m m™. Os autores reportaram a auséncia de efeitos
matriciais i.e. I, entre 0,96 e 1,04, o que foi explicado pelos valores proximos
obtidos para os diametros da gota de aerossol primario (3,90 £ 0,04 um e 3,92 +
0,07 um), as taxas de analito transportadas ao plasma (6,5 + 0,1 pug mint em
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ambos 0s meios) e as temperaturas de excitacdo (4400 = 300 K e 4500 + 200 K)

nas solucdes contendo glicerol e acido, respectivamente.

No entanto, resultados divergentes foram observados em outro
estudo desses autores. SERRANO et al.1® ao estudarem as interferéncias ndo
espectrais causadas por dois extratores empregados em micro extracdo liquido-
liqguido dispersiva (DLLME), i.e., cloroférmio e solvente supramolecular
preparado com 1-decanol e tetraidrofurano, reportaram o aumento do sinal
analitico de 1,9 e 1,6 vezes para Cd | (228,802 nm) nos respectivos meios.
Também foram relatadas mudancas nos sinais de fundo em presenca dos
compostos organicos, com reducgdes de 17 e 57 % para cloroférmio nas vazdes do

gas de nebulizacdo de 0,3 e 0,8 L min, respectivamente.

Os estudos mencionados demonstram a complexidade dos efeitos
matriciais causados por compostos organicos em MIP-OES, com efeitos variados
entre analitos e fontes de carbono, e reforcam a necessidade de avaliacOes

sistematicas sobre o tema.

4.2 - Objetivos

Investigar interferéncias ndo espectrais originarias de duas fontes de
carbono comumente empregadas para compatibilizacdo de matriz (etanol e acido
oxalico) sobre os sinais analiticos de 10 elementos (Al, As, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg,
Mg, P e Pb) e identificar estratégias de correcdo apropriadas (padronizacao interna
ou uso de EGCM) por espectrometria de emissao optica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP-OES). Neste contexto, oito elementos (Bi, Ga, Ge, Li, Pd, Rh,
Sc e Y) e duas espéecies moleculares (N, e OH) foram avaliadas como padrdes

internos.
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4.3 - Parte Experimental
4.3.1 - Instrumentacao

O MIP-OES modelo 4200 empregado nos experimentos € 0 mesmo
descrito no capitulo anterior e foi equipado com o nebulizador OneNeb série 1 e
camara de nebulizacdo ciclénica. Nas Tabelas 4.1 e 4.2 sdo apresentadas as
condicOes instrumentais e as linhas de emissdo selecionadas, respectivamente.
Vale ressaltar que a vazéo do gas de nebulizacao e a posicéo de visualizagdo foram
otimizadas pelo instrumento empregando uma solugdo de HNO3; 1,0 % v v*!
contendo todos os elementos de forma a obter a melhor razdo sinal analitico / sinal
de fundo (SBR).

As linhas de Nb 391,470 nm e Tb 308,958 nm foram utilizadas para
medir as espécies N," e OH, respectivamente.” Também foi avaliada a viabilidade
do uso do acessorio EGCM em modo alto para contornar os efeitos matriciais

causados por carbono.

TABELA 4.1 - Condicdes operacionais para analise de etanol e acido oxalico por MIP-OES.

Parametro instrumental Condicdo operacional
Frequéncia do micro-ondas (MHz) 2450

Poténcia do micro-ondas (kW) 1,0

Tempo de integracao (S) 3

Tempo de estabilizacao (s) 15

Velocidade da bomba peristaltica (rpm) 15

Numero de réplicas 3

Correcéo do sinal de fundo Auto para espécies inorganicas e desligada

para espécies moleculares

Nebulizador OneNeb série 1
Cémara de nebulizacédo Ciclonica
EGCM Alto (1,0 L minh)
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TABELA 4.2 - Pardmetros instrumentais empregados para cada analito e 1S na analise de etanol
e acido oxalico por MIP-OES.

Elemento Comprimento de onda, Posicéo de Vazao do gés de nebulizacao
nm visualizagéo L mint
Al l 396,152 120 0,95
As | 234,984 0 0,75
Bi 223,061 60 0,75
Cal 422,673 20 0,75
Call 396,847 10 0,50
Cdl 228,802 10 0,55
Cul 324,754 -10 0,70
Fe ll 259,940
0 0,55
Gal 417,204
10 0,75
Ge 265,117
-10 0,75
Hg | 253,652
-40 0,75
Lil 670,784
0 0,75
Mg | 285,213 10 0,70
Mg Il 279,553 0 0,90
N2* (Nb 1) 391,470
0 0,75
OH (Tb 11) 308,958
0 0,75
Pl 213,618
-10 0,65
Pb 1 217,000
-10 0,75
Pd 1 340,458
0 0,70
Rh | 343,489
0 0,75
Scl 391,182
0 0,75
Scll 361,383
0 0,75
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Y 1l 371,029
10 0,75

| - Linha atdmica, Il - Linha idnica.

4.3.2 - Reagentes, solucdes padrao e amostras

Solucdes padréo e amostras foram preparadas usando agua ultrapura
com resistividade superior a 18,2 MQ cm desionizada em um sistema Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, SA) e &cido nitrico (Synth, Diadema, SP, Brasil)
previamente destilado no sistema sub-ebulicdo Distillacid™ BSB -939-IR

(Berghof, Eningen, Alemanha).

Amostras contendo carbono foram preparadas com o sal de acido
oxalico desidratado (Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, MO, EUA) ou etanol
(Synth 99,5%). Solucdes elementares de 1000 mg L de Al, As, Ca, Cd, Cu, Fe,
Hg, Mg, P e Pb (SpecSol, Quimlab, Jacarei, SP, Brasil) foram adequadamente
diluidas em HNO;z 0,14 mol L1, bem como os potenciais I1Ss Bi, Ga, Ge, Li, Pd,

Rh, SceY (SpecSol, Quimlab, SP) para os experimentos de adi¢do e recuperagao.

As solucbes para EC e IS foram preparadas nas faixas de
concentragdo entre 0,05-1,00 mg L para Al, Cd, Cue Fe e 0,50-10,0 mg L para
As, Ca, Hg, Mg, P e Pb, elementos que apresentam menor sensibilidade em MIP-

OES ou sao considerados macro elementos na maioria das amostras.

4.3.3 - Preparo de amostras

O preparo das amostras consistiu na diluicdo das fontes de carbono
em HNO;z 1,0% v v de forma a obter concentragdes de etanol entre 0 e 10 % m
v'!e acido oxalico de 0 a 2,0 % m v, Para facilitar a comparacédo entre ambas as
fontes de carbono e facilitar o entendimento, as concentracdes serdo reportadas
em mol L de carbono. Logo, as solu¢des preparadas continham: (i) 0,04; 0,09;
0,13; 0,18; 0,22; 0,26; 0,31; 0,35; 0,40; 0,44, 0,88; 1,3; 1,8; 2,2; 2,6; 3,1, 3,5; 4,0;
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e 4,4 mol L de C provenientes da adicéo de etanol e (ii) 0,04; 0,09; 0,13; 0,18;
0,22; 0,26; 0,31; 0,35; 0,40; e 0,44 mol L* de C a partir do acido oxalico.

Nessas solucbes também foram adicionados Al, Cd, Cu e Fe nas
concentracdes finais de 0,50 mg L*; 5,00 mg L™ de As, Ca, Hg, Mg, Pe Pb e 1,00
mg L dos potenciais ISs Bi, Ga, Ge, Li, Pd, Rh, Sc e Y. Uma solucdo contendo
todos os elementos em HNO3 0,14 mol L™ foi usada como referéncia e os sinais

analiticos obtidos na presenca de carbono foram normalizados a partir dela.

4.3.4 - Medidas da temperatura de excitacdo do plasma

Uma solugédo contendo 5,00 mg L de Fe em HNO3 0,14 mol L™ foi
utilizada para determinar a temperatura de excitacdo do plasma na auséncia de
carbono. Por outro lado, solucdes contendo 5,00 mg L de Fe + 0,44 a 4,4 mol L
! de C provenientes do etanol ou 0,04 a 0,44 mol L* de C a partir do acido oxalico,

foram utilizadas para avaliar os efeitos do carbono na temperatura do plasma.

O método de Boltzmann, baseado no grafico In (I Axi /g Axi) em
funcdo de Ex empregando 13 linhas de emissdo de Fe na faixa de 248,327 a
438,354 nm, foi usado para estabelecer a temperatura de excitagcao do plasma. A
temperatura foi, entdo, determinada a partir da inclinacéo da curva (-1/KgT), onde:
li € a intensidade obtida na transicdo eletronica do nivel k para i, Ak é 0
comprimento de onda, g, Ex, A, Kg e T representam a degenerescéncia do nivel
K, a energia do nivel k, a probabilidade de transicdo, a constante de Boltzmann

(8,62 x 10° eV K1) e a temperatura em Kelvin, respectivamente.*!

Duas condicdes foram avaliadas para calculo da temperatura: (i)
vazdo do ga&s de nebulizacdo e posicdo de visualizacdo otimizadas
automaticamente para cada comprimento de onda de Fe empregando uma solugéo
do elemento em acido nitrico e (ii) mantendo constante a posi¢do de observacéo
do plasma em -30 e a vazdo do gas de nebulizacdo como 0,50 L min * para todas

as linhas de emisséo, condicdo reportada como robusta por GONCALVES et al..>!
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4.4 - Resultados e discussao

Visando investigar interferéncias causadas por carbono em MIP-
OES, etanol e acido oxalico foram avaliados. Ambas as fontes apresentam ao
menos um grupo hidroxila (OH) em sua estrutura e sao normalmente utilizadas

para compatibilizagcdo de matriz.

O acido oxalico nao foi estudado em concentracGes superiores a 2,0
% m v devido a restricdo relacionada ao teor maximo de sélidos dissolvidos
permitido no instrumento (3,0% m m™).> Como mencionado anteriormente, a
solucdo de HNO;3 0,14 mol L™ foi adotada como referéncia e os sinais obtidos em

solugOes contendo carbono foram normalizados a partir dela.

4.4.1 - Avaliacdo de interferéncias espectrais

Considerando a possivel ocorréncia de bandas de emissdo molecular
contendo carbono'®, i.e. C; em 473,700 nm, CN em 388,340 nm e CH em 431,420
nm, interferéncias espectrais foram avaliadas para cada analito e as razdes entre o
sinal de fundo obtido na presenca de carbono em relacéo a solucdo de HNO; 0,14

mol L sdo apresentadas na Tabela 4.3.

Como se pode observar, razdes nas faixas de 0,92-1,10 e 0,95-1,06
foram medidas na presenca de etanol 10 % m v e &cido oxalico 2,0 % m v?,
respectivamente, indicando que as linhas de emissédo dos analitos estdo livres de
interferéncias espectrais. Nenhuma mudanca foi visualmente observada nos sinais

de fundo na presenca das fontes orgénicas.
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TABELA 4.3 - Razdo entre o sinal de fundo obtido na presenca de carbono (etanol 10 % m v
ou acido oxalico 2,0 % m v) e em solugéo de &cido nitrico 0,14 mol L.,

Elemento Comprimento de onda Raz&o do sinal de fundo  Razé&o do sinal de fundo
nm Etanol Acido oxalico
Al 396,152 0,95 1,01
As 234,984 0,92 0,98
Cal 422,673 1,07 0,95
Call 396,847 0,92 1,00
Cd 228,802 1,03 0,98
Cu 324,754 1,10 0,99
Fe 259,940 1,03 0,99
Hg 253,652 0,95 0,95
Mg | 285,213 1,06 1,00
Mg Il 279,553 0,97 1,06
P 213,618 1,03 0,97
Pb 217,000 1,01 0,99

| - Linha atbmica, Il - Linha ibnica

4.4.2 - Avaliacao de efeitos matriciais causados por etanol

As recuperacdes observadas para cada analito empregando EC na
presenca de etanol em baixas concentracdes (0,04-0,44 mol L* de C) séo
apresentadas na Tabela 4.4. A Figura 4.1 mostra a influéncia de 0,22 mol L de
carbono nas intensidades relativas dos analitos adicionados na concentracdo de
0,5 mg L* (Al, Cd, Cu e Fe) ou 5,0 mg L? (As, Ca, Hg, Mg, P e Pb). A I foi

definida como a razdo entre as intensidades de sinais nos meios etanoico e aquoso.
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TABELA 4.4 - Efeito de baixas concentracfes de etanol nas recuperacoes (%) por MIP-OES (média + desvio padrdo, n = 3).

Carbono Al | As | Cal Call Cd | Cul Fell Hg | Mg | Mg Il Pl Pb I
(mol L) 396,152 234,984 422,673 396,847 228,802 324,754 259,940 253,652 285213 279553 213,618 217,000
0,00 100+4 100+7 100+1 100+2 100+4  100+1 100+1 100+6 100+7 100+5 100+6  100+3
0,04 105+8 104+9  104+2 102+4 105+4  102+5 10143 96 +11 100+3  103+1 89 +3 92+12
0,09 89,8 +
119+9 107+3 116+7 104+8 108+1 107+6  100+2 0,3 97+1 101+ 4 90 +8 83+6
0,13 114,9 + 1125 +
120+3  112+9  106+7  109+8 0,1 114+12 114+4  115+4 0,1 100 + 3 86 + 4 97 +6
0,18 133,8 + 106,0 + 99,7 +
0,2 101+4  123+5 102+4 0,5 111+8 106 +9 99 + 1 101 +8 0,4 87+8 84+7
0,22 139,4 +
140+2  108+2 0,1 111+4  117+4  123+8  111+4 114+12 121+9 10146 90+ 9 88+ 7
0,26 102,9 +
143+2 97+10 138+4 105+6 109+1 0,4 109+10 109+4 99 +4 100 + 4 88+ 6 83+2
0,31 133+9 94+9  121+18 110+6  116+6 120+18 111+5 109+6  123+4 98+5 92+4 95+ 18
0,35 101,0+  108,6 +
134 +6 91+2 137 +1 0,2 0,3 124+13 105+6 106+11 121+3  103+1 92+5 922 +6
0,40 97,5+
124 +7 92 +3 130+4  107+9 109+4  103+3  105+9  102+3 0,5 101+ 6 92+6 83+ 4
0,44 118 + 4 95+ 1 110+5 107+6  110+7  124+2 103+6  112+2  117+7 95+ 1 89+7 95+ 2

| - Linha atdbmica, Il - Linha i6nica.

68
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As | Cal |Call| Cd | Cu | Fe | Hg Mgl {Mgllf P

FIGURA 4.1- Influéncia de 0,22 mol L de C provenientes do etanol sobre a lrel de cada
analito em MIP-OES.

A andlise dos resultados evidenciou que baixas concentracBes de
carbono ndo resultaram em efeitos significativos para a maioria dos elementos,
sendo recuperacdes aceitaveis aquelas na faixa de 80-120 %.” Apenas Al |
(396,152 nm), Ca | (422,673 nm), Cu | (324,754 nm) e Mg | (285,213 nm)
apresentaram aumentos dos sinais analiticos quando comparados a solucdo de

referéncia.

Esperava-se que a presenca de carbono, mesmo em baixas
concentracgdes, causasse efeitos matriciais para elementos com altas energias de
ionizacdo, como As (9,8 eV) e Hg (10,4 eV). No entanto, analitos medidos em
linhas de emissdo atdmicas cuja Eqm encontram-se entre 2-4 eV foram os que
apresentaram aumento de sinal, com I entre 1,2 e 1,4 e.g. Al (3,13 eV), Ca (2,93
eV), Cu (3,82 eV) e Mg (4,34 eV). Essa tendéncia demonstra que os efeitos

matriciais causados pelo etanol em MIP-OES ndo estdo diretamente relacionados
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as reagOes de transferéncia de carga, mecanismo normalmente utilizado para

explicar erros positivos em ICP-OES.®

LECLERCQ et al.% indicaram que solventes organicos causam
principalmente mudangas na geracdo e transporte de aerossoéis, Visto que o
diametro da gota de aerossol e o transporte desse aerossol sdo afetados pelas
propriedades fisico-quimicas como tensdo superficial, volatilidade e
densidade.*® Essas propriedades sdo mostradas na Tabela A5 e confirmam que
as solucdes de etanol tém valores de tenséo superficial mais baixos (21,97 mN m-
1 que aquelas em meio aquoso (71,99 mN m™) e, consequentemente, uma menor
quantidade energética é necessaria para romper as gotas do liquido, o que resulta

em aerossdis primarios com menor diametro.®®

EBDON et al.'®* também reforcaram que a alta volatilidade é
responsavel pela evaporagédo desse solvente no sistema de introducao de amostra,
0 que leva ao aumento da quantidade de solvente (Si:) e da massa de analito (W)
transportados para o plasma em comparacdo com solugdes aquosas e explica 0s

incrementos observados para Al, Ca, Cu e Mg.

A fim de compreender o comportamento dos analitos em maiores
teores de etanol, a concentracdo foi aumentada para valores entre 0,44 e 4,4 mol
L de C conforme Tabela 4.5. A Figura 4.2 mostra a influéncia de 2,2 mol L e
4,4 mol L de carbono na recuperagdo obtida para cada elemento empregando
EC.
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TABELA 4.5 - Efeito de altas concentracdes de etanol nas recuperacdes (%) por MIP-OES (média * desvio padrdo, n = 3).

Carbono All Asl Cal Call Cdl Cul Fell Hgl Mg 1 Mg 11 PI Pbl
(mol L") 396,152 234,984 422,673 396,847 228,802 324,754 259,940 253,652 285,213 279,553 213,618 217,000
0,00 100,0 £ 100,0 + 100,0 +
100+4 100+2 0,9 1002 100+2 0,7 1003 1001 1002 100+3 100+3 0,8
0,44 104,7+ 1047+ 102,8+ 1119+
1001 103+£2 104+3 105+1 0,4 0,4 0,6 0,6 103+1 104+3 106+4 108+2
0,88 109,2 + 109,1 + 107,2 +

105+3  107+4 0,5 108 +2 0,5 108 + 3 0,6 1142 1062 1103 1116 112+3
1,3 108+2 115+2 110+2 110+2 113+1 1102 110+£2 114+3 109+3 109+1 112+2 114+2
1,8 112,9 +

10644 12043  113+1 110+£2 1161 117+2 0,9 1142 112+£2 111+£2 113+3 11742
2,2 110£5 122+£1 120+4 114+4 119+2 122+2 116+3 122+2 116+4 111+3 114+3 124+4

2,6 118,9 £

115+5  131+2  121+2 0,8 125+3  125+3 1202 122+2 118+2 112+2 114+4 12942
3,1 1243 + 126,0 + 125,6 + 114,8 +

114+£3  139+2 0,8 124+2 127+2 0,9 122 £1 0,6 120+£2 0,4 123+£3 1312
3,5 1252 126,9 +

1172 144+2 122+2 122+3 127+3 125+2 123+3 0,4 118+2 116+2 0,9 132 +£2
4,0 118,0 + 125,9 + 121,9 + 120,2 + 1354+

0,6 152+£2 122+1 120+1 0,1 128 £ 1 0,6 129+ 1 0,7 1171  134+2 0,8

4,4 124,9 + 1334 +

127+£3  154+3  127+1 124+2 130£2 12943 0,7 1343  122+£2 120+2 0,3 138+1

| - Linha atdmica, Il - Linha ibnica.
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FIGURA 4.2- Efeito de etanol ( 2,2 e m 4,4 mol L de C) na recuperacio de cada analito
por MIP-OES em comparacdo com uma solu¢do de 4cido nitrico (m).

O acréscimo de 10 vezes na concentracdo de etanol causou um
aumento nas recuperacdes para todos os analitos. Esse vies positivo foi observado
tanto para linhas de emissdo ibnicas quanto atdmicas, representadas por Ca Il
(396,847 nm) e Ca | (422,673 nm), corroborando a ideia anterior de que os efeitos
matriciais ndo estéo estritamente relacionados as transferéncias de carga, mas aos

processos de formacéo do aerossol.

Esses resultados estdo de acordo com os observados por SERRANO
et al.1% que reportaram maiores sinais de emissdo para Cd | (228,802 nm) na
presenca de cloroformio e solvente supramolecular por MIP-OES. O efeito
também foi explicado considerando a influéncia das propriedades fisico-quimicas

dos solventes na geracéo e transporte do aerossol.

A fim de avaliar a relagdo entre a Eqym € 0s efeitos matriciais (Iref) Na

presenca de etanol 10% m v?! (4,4 mol L* de C) aplicou-se a Anélise de
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Componentes Principais. De acordo com esses dados, os dois primeiros
componentes principais mostrados na Figura 4.3 (PC1 e PC2) foram responsaveis
por 95,3 e 3,8 % da variancia total, respectivamente. Além disso, valores de scores
positivos na PC1 indicam aumento das recuperacdes enquanto os maiores valores

de Eqm S@0 observados em valores negativos da PC2.

4 Ié| |
mCa
=Mgl mdu
2 -
ECd  mHg
X o
& mp
Si mPb
o HAS
O -2+ nCall
-4
aMgll
6 mFe
20 -10 0 10 20 30 40

PC1 (95,3%)

FIGURA 4.3- Representacdo da PCA para cada analito em etanol 10 % m v,

Dessa forma, valores de scores positivos na PC1 foram obtidos para
elementos que apresentaram maiores efeitos matriciais e, consequentemente, Iy
> 1,3 como As (40,5), Hg (7,7), P (5,4) e Pb (14,3), seguidos de valores de scores
negativos para elementos menos afetados pela adi¢éo de etanol, i.e. Al (-5,1), Ca
I (-5,0), Call (-11,9), Cd (-1,9), Fe (-9,9), Mg | (-14,9) e Mg Il (-17,7), cuja |y
varia de 1,2 a 1,3. Os elementos estudados podem ser classificados em quatro
grupos considerando as energias totais das linhas de emissdo informadas na
Tabela A6 e os dados da PCA.

O primeiro grupo apresentou |l entre 1,22 e 1,29 e inclui linhas

atdmicas de Al, Ca, Cd, Cu e Mg, que apresentam menores valores de energias,
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Ewm 3-5 eV. O segundo grupo € composto por Hg, que apresentou um
comportamento diferenciado, I em torno de 1,35 e Eqm de 4,89 eV. O terceiro
grupo é constituido por As, P e Pb que apresentaram as maiores Iy, entre 1,33 e
1,54 e possuem Egqm entre 5 e 6 eV. O quarto grupo apresenta maiores valores de
Esum (> 9 eV) e menores | (1,20-1,25) e compreende as linhas de emisséo ionicas
de Ca, Mg e Fe.

Recentemente GRINDLAY et al.l%2 avaliaram a introducdo de
metanol e 1-propanol em ICP-OES e observaram um fenémeno, conhecido como
“efeito de pinca térmica”, relacionado ao aumento da condutividade térmica do
plasma pela atomizacdo de moléculas do solvente e ao resfriamento de suas
regides periféricas, dando origem a um plasma menor e mais quente. Esta hipétese
foi avaliada em MIP-OES, no entanto, nenhuma mudanca aparente no
comprimento do plasma foi visualmente observada quando etanol 10 % m v foi
injetado. Além disso, a temperatura de excita¢cdo ndo aumentou como observado
em ICP-OES, ao contrério, diminuiu na presenca de etanol, como ser4 mostrado

nas secoes a seguir.

Considerando que o etanol afetou predominantemente a geracdo e o
transporte de aerossois e que valores de recuperacdes superiores a 120 % foram

observados, a IS foi avaliada e sera discutida posteriormente.
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4.4.3 - Avaliacao de efeitos matriciais causados por acido oxalico

O etanol é um solvente volatil introduzido no plasma tanto como
liquido quanto como vapor e foi responsavel pelo aumento dos sinais analiticos
para todos os elementos quando altos teores (concentracdo de C superior a 0,44
mol L) foram adicionados. Portanto, para uma melhor compreenséo dos efeitos
matriciais causados por carbono em MIP-OES fez-se necessario avaliar o efeito

de compostos ndo volateis e selecionou-se acido oxalico para essa avaliacéo.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.6 e € importante
ressaltar que as concentragdes de carbono sdo as mesmas avaliadas para etanol
em baixos teores (Tabela 4.4). A Figura 4.4 mostra o efeito de 0,22 mol L e 0,44
mol L de C a partir do &cido oxalico na recuperacédo de cada analito empregando

calibracéo externa.

Ao contrario dos resultados anteriores, apenas Mg | (285,213 nm) e
Pb 1 (217,000 nm) apresentaram recupera¢des dentro da faixa aceitavel de 80-120
%. Também ¢€ interessante notar que Ca Il (396,847 nm), Cd | (228,802 nm), Fe
Il (259,940 nm), Hg | (253,652 nm) e Mg Il (279,553 nm), que ndo foram
significativamente afetados por baixas concentragdes de etanol (Figura 4.1),

mostraram aumento dos sinais analiticos na presenca de acido oxalico.

Diferentemente desses elementos, As | (234,984 nm) e P | (213,618
nm) cujas Eqm S80 5,27 e 5,80 eV, respectivamente, apresentaram decréscimo nas
recuperagdes com 0 aumento da concentracdo de carbono em solucdo. Essa
supressdo esta relacionada a processos energéticos no plasma e confirma a
influéncia da fonte de carbono no comportamento dos analitos, pois mesmo em
concentragdes de carbono similares (0,04 - 0,44 mol L) efeitos distintos foram

observados entre etanol e acido oxalico.
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TABELA 4.6 - Efeito do acido oxalico nas recuperacdes (%) de cada analito por MIP-OES (média + desvio padrdo, n = 3).

Carbono All As1 Cal Call CdI Cul Fe II Hgl Mg I Mg II PI Pbl
(mol L") 396,152 234,984 422673 396,847 228802 324,754 259,940 253,652 285213 279,553 213,618 217,000
0,00 1002 1004 100+x4 1006 1001 1007 1002 100+7 1003 1006 1006 1001
0,04 88,9 + 100,1 +
92+5 96 + 2 86 £ 1 93+3 91+2 0,3 91+2 91 +1 85+2 0,4 86+ 4 88+ 1
0,09 84,9 +
1205 99+5 93+3 92+3 93+3 92+6 90 + 4 101+5 88+5 106+6 0,6 98 +£2
0,13 1268 92+8 1074 104+£6 104+7 1015 101+£6 1173 98+5 117+8 69+3 100 £2
0,18 126 £ 4 77+3 91 +2 88+ 2 94 + 4 95+ 3 92 +2 122 £ 4 89+ 5 114+£5 51+£6 94 + 1
0,22 130+£2  72+8 101£5 9710 1016 97+4 101 +£5 134+12 92+3 133+£10 40+3 97 +2
0,26 130+ 9 74 +4 108 £ 6 94 +2 108 =4 102 +5 108 £4 1413 96 +2 133+ 4 364 97+ 1
0,31 136 £ 6 75+ 4 115+3 103 +9 120+ 6 109 £ 5 115+£2 1406 111+£6 133+10 35+5 1052
0,35 168+6 78=+8 1261 1287 130+5 114+6 123+7 152+8 119+6 164+6 3445 111+1
0,40 77,8 £
138+ 8 0,6 123+£2  134+5 123+2 118+3 124+5 145+£9 119+5 153+7 3549 117+£2
0,44 125,7 +
141+2 72+4 124+4  122+6 0,5 122+7 121+6 143+7 111+£3 152+£7 27+2 113+3

| - Linha atbmica, Il - Linha i6nica.
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FIGURA 4.4- Efeito de acido oxalico (- 0,22 e m 0,44 mol L™ de C) na recuperagao de cada
analito por MIP-OES em comparagdo com uma solucdo de HNO3 0,14 mol Lt (m).

Enquanto o etanol promoveu preferencialmente alteracbes na
nebulizacdo e no transporte da amostra, o acido oxalico foi responsavel por
alteracdes energéticas no plasma, visto que os valores de tensdo superficial para
agua (71,99 mN m2)® e solugdes de acido oxalico entre 1,0 e 5,0 % m m™ (71,00
mN m?)% sio préximos. Consequentemente, os diametros das gotas dos
aerossdis provavelmente ndo sdo tdo diferentes e, assim, pode-se supor a

predominancia de efeitos sobre 0s processos de excitacdo-ionizagéo.

Portanto, os aumentos de sinais observados para Al, Ca, Cd, Cu, Fe,
Hg e Mg I, podem ser explicados por reacGes de transferéncia de carga entre o
analito (A) e C* seguidas por processos de recombinacdo ion-elétron e
consequente aumento na populacdo de atomos excitados (A”), conforme
representado pelas Equacdes 4.2 e 4.3 propostas por GRINDLAY et al.%:
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Ct+A—>C+(A") (Eq.4.2)
(A" +e —>A"— A+hv (Eq.4.3)

Quanto aos elementos As e P, as recuperacdes abaixo de 80 % podem
ser explicadas pelo mesmo mecanismo proposto por LONG e BOLTON ao
observarem uma diminuicdo nos sinais analiticos para Ca, Cu, Fe e Mg na
presenca de propano por ICP-OES. Segundo os autores, a supressao dos sinais foi
causada pela diminuicdo na populacdo de &tomos excitados devido a desativagédo

por colisdes com o carbono.

A relagéo entre Egm € e também foi avaliada para o 4cido oxalico
aplicando-se PCA conforme mostrado na Figura 4.5. Os componentes principais
PCl1 e PC2 explicaram 988 e 0,95 % da variancia total dos dados,
respectivamente. Valores negativos em PC1 foram observados para elementos
que apresentaram aumento de sinal com I > 1,2 como Al (-30,1), Cal (-9,1), Ca
Il (-7,2), Cd (-10,8), Cu (-7,2), Fe (-6,3), Hg (-28,2) e Mg Il (-37,3), seguidos de
valores positivos para aqueles que apresentaram supressdo de sinal ou ndo foram
significativamente afetados como As (42,8), Mg I (3,9), P (87,8) e Pb (1,8).

Os analitos foram classificados em quatro grupos considerando a
energia da linha de emisséo e os dados da PCA. O primeiro grupo compreende as
linhas atbmicas de Al, Ca, Cd, Cu e Hg que apresentaram I na faixa de 1,22-
1,43 e Eqm de 2,9-5,4 eV. O segundo grupo é composto por As, Mg | e Pb, cuja
I« encontram-se entre 0,72 e 1,13 e Eqmentre 4,3 e 5,7 eV. O terceiro grupo €
composto por P, elemento que apresentou pronunciada supresséo de sinal (10,27
e Esum 5,8 V). O quarto grupo compreende as linhas i6nicas de Ca, Mg e Fe, I
entre 1,21e 1,52 e Egym > 9 eV.

Considerando-se que a presenca de acido oxalico afetou todos os

elementos, com excecdo de Mg | e Pb | e promoveu aumento dos sinais analiticos
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para Al, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg e Mg Il e supressao para As e P, a padronizagao

interna foi avaliada para correcdo dos efeitos e sera posteriormente abordada.
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FIGURA 4.5- Representacio PCA para cada analito em 2,0% m v de acido oxalico.
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4.4.4 - Efeito das matrizes organicas na temperatura de excitacao

do plasma
A composicdo da solugcdo introduzida no plasma afeta suas

caracteristicas térmicas.®* Visando um melhor entendimento sobre os efeitos
causados por carbono em MIP-OES, a temperatura de excitacdo do plasma foi
avaliada em duas situagdes experimentais conforme relatado na se¢édo 4.3.4, nas
presencas de acido oxalico (0,04 a 0,44 mol L de C) e etanol (0,44 a 4,4 mol L*
de C).

Primeiro a vazédo do gas de nebulizacdo e a posicao de visualizacdo
foram otimizadas para cada linha de emissdo de Fe pelo programa de controle do
instrumento de forma a obter as melhores relagbes sinal - ruido (condicéo
otimizada). Posteriormente, avaliou-se uma condicéo fixa para todas as linhas de
emissdo, mantendo a vazdo do gas de nebulizagdo em 0,50 L min e a posicéo de
visualizacdo em -30. Essa ultima condicdo foi escolhida com base no estudo de
GONCALVES et al.>! que a adotaram como condicdo robusta. Assim, os efeitos
causados pelo etanol e &cido oxalico na temperatura de excitacdo do MIP em

ambas as condic¢des experimentais sao mostrados na Figura 4.6.

Quando o etanol esta ausente, ou seja, apenas uma solugéo de acido
nitrico 0,14 mol L™ foi introduzida, as temperaturas de excitacdo do plasma nas
condicbes otimizada e robusta foram de 4716 e 5309 K, respectivamente,
provando que a mudanca na vazdo do gas de nebulizacdo e na posicdo de
observacédo do plasma afetam a temperatura e como esperado, a condic¢do robusta
gera maiores temperaturas.®® Da mesma forma, quando o acido oxalico estava
ausente, as temperaturas de excitacdo foram 5103 e 5320 K, nas condicdes
otimizada e robusta, respectivamente. Os diferentes valores observados na
auséncia dos compostos organicos para a condicdo otimizada, i.e., 4716 e 5103 K
sdo atribuidas aos diferentes dias em que as medi¢bes foram realizadas e as
pequenas mudancas na posicao da tocha retirada para limpeza. Vale ressaltar que

o alinhamento da tocha foi realizado antes de cada sessao de medidas.
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O aumento na concentragdo de carbono levou a diminuigdo na
temperatura para ambas as fontes de carbono. Supressdes em torno de 4,7 % (4716
vs 4496 K) e 6,7 % (5103 vs 4761 K) foram observadas na condicao otimizada
para as maximas adicdes de etanol e acido oxalico em relacdo a solugédo de HNO3
0,14 mol L. Na condicéo robusta as supressdes foram de 11,9 % (5309 vs 4679
K) e 3,9 % (5320 vs 5113 K) para etanol e acido oxalico, respectivamente. 1sso
demonstra que a realizacdo das medic¢des analiticas em condicdo robusta ndo seria

suficiente para correcdo dos efeitos matriciais para essas fontes de carbono.

Devido ao carbono no plasma, um maior aporte energético é
consumido para a dissociacdo das moléculas em comparacdo com as solucées
aguosas. De acordo com LECLERCQ et al.®, a diminuicdo na temperatura de
excitacdo esta relacionada ao aumento da energia de dissociacdo necessaria
quando as principais especies formadas no plasma sdo comparadas, ou seja, 4,3
eV para OH em solucdes aquosas e 6,5 eV para C, em matriz orgénica. Além
disso, para compostos volateis como o etanol, uma maior massa de solvente é
introduzida no plasma em relacdo a agua e, consequentemente, ocorre

resfriamento.
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FIGURA 4.6 - Temperatura de excitacdo do MIP-OES em (A) etanol e (B) acido oxalico nas
condicOes m otimizadas e ® robustas.
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4.4.5 - Avaliacdo do metodo de calibracgao por padronizagéo interna

Devido aos efeitos matriciais observados para alguns analitos nas
amostras contendo etanol e &cido oxalico, o método de calibracdo por
padronizacdo interna foi avaliado atraves de oito potenciais ISs (Bi, Ga, Ge, Li,
Pd, Rh, Sc e Y) e duas espécies moleculares naturalmente presentes no plasma de
nitrogénio (N,* e OH).

Em baixas concentracdes de etanol (até 0,44 mol L™ de C) apenas Al
| (396,152 nm), Ca | (422,673 nm), Cu | (324,754 nm) e Mg | (285,213 nm),
apresentaram recuperacdes acima de 120 % e os ISs foram avaliados para
correcdo dos efeitos, conforme Tabela 4.7. As melhores recuperagdes foram
alcancgadas usando Li | como IS para Al I; Lil ou Scl como ISparaCal; e Pd I

como IS paraCu |l e Mg I.

Considerando as propriedades fisico-quimicas para o par analito/IS,
Cu | (324,754 nm) e Pd | (340,458 nm) apresentaram comprimentos de onda e
Eam (3,82 € 3,64 eV, respectivamente) proximos, o que estaria de acordo com as
estratégias tradicionais de selecdo de ISs relatadas na literatura.® No entanto, com
base nessa estratégia, Sc | (391,182 nm e Eqm 3,17 eV) deveria ser o melhor IS
para Al 1 (396,152 nm e Eqm 3,13 eV). Entretanto, as melhores recuperacoes
foram obtidas empregando Li como IS (670,784 nm e Egm 1,85), elemento com

linha de emissdo e energia distantes as do analito.

Avaliando outras propriedades como, por exemplo, a entalpia de
vaporizacdo, valores proximos foram observados entre o analito Ca (155 kJ mol-
1 e 0 IS Li (147 kJ mol?). Entretanto, essa mesma relacédo ndo foi valida entre os
pares Al (294 kJ molt) / Li (147 kJ mol™) e Mg (128 kJ mol?) / Pd (362 kJ mol

1), cujos valores foram distintos.

Como discutido anteriormente, o aumento de 10 vezes na

concentracdo de etanol resultou em recuperacdes acima de 120 % para todos
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analitos e os resultados obtidos empregando padronizacdo interna sdo mostrados
na Tabela 4.8. Varios ISs foram eficientes para correcdo dos efeitos matriciais,
destacam-se Ge | (265,117 nm), Bi | (223,061 nm) e a espécie molecular OH, que
se comportaram como padrdes internos gerais e foram capazes de corrigir 0s
efeitos para todos os analitos. Esse resultado é interessante para futuras aplicaces
em MIP-OES, pois demonstra ser possivel 0 uso de um Unico IS e o emprego de
uma espécie molecular naturalmente presente no plasma para corrigir efeitos
causados por amostras com concentracéo de etanol acima de 1,0 % m v*. Segundo
WILLIAMS et al.” a espécie OH esta relacionada com a eficiéncia do sistema de
introducdo de amostra em MIP-OES, o que explica sua boa aplicagdo como IS
para solucdes contendo etanol, uma vez que o solvente foi responsavel por

alteracOes nas etapas de nebulizacéo e transporte.

Na presenca do acido oxalico, a padronizacéo interna foi necessaria
para a maioria dos analitos e os resultados sdo apresentados na Tabela 4.9.
Germéanio comportou-se como melhor IS para Al I e Hg I; OH como IS para As
I; Ga como IS para Ca Il; Rh como IS para Cd I; Li como ISparaCal, Cu l e Fe
I; e Y como IS para Mg Il. Nenhum IS foi capaz de corrigir a severa supressao
de sinal para P. Tambem foi demonstrado que a escolha da linha de emissdo do
analito afeta a selecéo do IS, i.e., Li se comportou como IS para a linha atbmica

de Ca enquanto Ga proporcionou os melhores resultados para a linha iénica.

Novamente observou-se que ndo ha uma relacdo clara entre as
propriedades fisico-quimicas dos analitos e padrdes internos. Com base em sua
similaridade, Sc 1l (361,383 nm) ou Y Il (371,029 nm) deveriam ser ISs
adequados para Fe 11 (259,940 nm e Eqm 12,67 eV), no entanto, melhores valores
de recuperacdo foram obtidos empregando Li (670,784 nm e Eqm 1,85 eV).
Nenhum IS foi capaz de corrigir os efeitos matriciais para todos os analitos e a
selecdo foi melhor realizada com base nos valores de recuperaces do que em

propriedades similares.
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TABELA 4.7 - Padrdes internos para analise elementar em solugdes contendo até 0,44 mol L
de carbono providente da adicéo de etanol por MIP-OES.

. E sum' (EV) L +
Analito - A (nm) _ Padrdes internos Melhores ISs Esum' (€V)
analito
IS
Al 396,152 (1) 3,13 Li Li 670,784 (1) 1,85
As 234,984 (1) 5,27 N&o € necessario - -
_ Li 670,784 (1) 1,85
Ca 422,673 (1) 2,93 Ga, Sc, Rh, Lie OH
Sc 391,182 (1) 3,17
Ca 396,847 (1) 9,23 N&o € necessario - -
Cd 228,802 (1) 5,41 N&o é necessario - -
Cu 324,754 (1) 3,82 Pd Pd 340,458 (1) 3,64
Fe 259,940 (1) 12,67 N&o é necessario - -
Hg 253,652 (1) 4,89 N&o € necessario - -
Mg 285,213 (1) 4,34 Pd Pd 340,458 (1) 3,64
Mg 279,553 (I1) 12,08 N&o €é necessario - -
P 213,618 (1) 5,80 N&o € necessario - -
Pb 217,000 (1) 571 N&o é necessario - -

I — Linha atbmica; |1 — Linha idnica.
TEsum: Eexc *+ Eion
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TABELA 4.8 - Padrdes internos para anélise elementar em soluc@es contendo de 0,44 a 4,4
mol L de C providente da adicdo de etanol por MIP-OES.

E sum1L (eV)

Analito - A (hm) _ Padr@es internos Melhores ISs Esum' (€V)
analito
IS
Rh, Sc1I, Li, Bi, Ge e
Al 396,152 (1) 3,13 OH Rh 343,489 (I) 3,61
Ge 265,117 (I) 4,68
As 234,984 (1) 5,27 Ge, Bi, OH,LieRh  Bi 223,061 (I) 5,56
Li 670,784 (1) 1,85
Ge, Bi, Rh, Sc II, OH 4,01
Ca 422,673 (1) 2,93 _ OH
e Li
Ca 396,847 (1) 9,23 Ge, Bi,Rh, Sc I, Lie Rh 343,489 (I) 3,61
OH
Bi, Ge, OH, ScII, Sc = Ge 265,117 (1) 4,68
Cd 228,802 (1) 5,41
I,RhelLi Bi 223,061 (1) 5,56
Bi, Ge, Sc I, OH, Rh  Ge 265,117 (I) 4,68
Cu 324,754 (1) 3,82
e Li Bi 223,061 (1) 5,56
Rh, Ge, Bi, Li ¢ OH
Fe 259,940 (11) 12,67 Rh 343,489 (1) 3,61
Bi, Ge, OH, Sc II, Sc
Hg 253,652 (1) 4,89 ' Ge 265,117 (I) 4,68
I,RhelLi
ScII, Rh, Bi, Ge e
Mg 285,213 (1) 4,34 Rh 343,489 (1) 3,61
OH
Sc II, Rh, Bi Ge e OH
Mg 279,553 (I1) 12,08 Sc 361,383 (II) 9,99
Ge,Bi,Rh,Lie OH  Ge 265,117 (I) 4,68
P 213,618 (1) 5,80
Bi 223,061 (1) 5,56
Pb 217,000 (1) 5,71 Bi, OH, Ge e Li Ge 265,117 (I) 4,68

| — Linha atémica; Il — Linha ibnica

TEsum= Eexc + Eion
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TABELA 4.9 - Padrdes internos para anélise elementar em soluc¢@es contendo acido oxalico
por MIP-OES.

A E sum+ (eV) . A E + V
Analito - A (hm) _ Padr@es internos Melhores ISs aum' (€V)
analito
IS
Al 396,152 (1) 3,13 ScI,Ge,LieRh  Ge 265,117 (I) 4,68
As 234,984 (1) 5,27 OH OH 4,01
Ge, Li, Rh, Sc I, Sc1I .
Ca 422,673 (1) 2,93 v Li 670,784 (1) 1,85
€
Ca 396,847 (1) 9,23 Li, Ga,ScI,RhePd Ga417,204 (I) 2,97
Ga, Pd, Ge, Li, Rh,
Cd 228,802 (1) 541 Rh 343,489 (1) 3,61
SclleScl
Cu 324,754 (1) 382  Ga,Rh,Li,SclePd Li670,784 (I) 1,85
SclIl,ScI,Rh, Lie
Fe 259,940 (1) 12,67 G Li 670,784 (1) 1,85
(¥

Hg 253,652 (1) 4,89 GeeY Ge 265,117 (I) 4,68
Mg 285,213 (1) 4,34 N&o € necessario - -
Mg 279,553 (I1) 12,08 Y, Gee Sc 1T Y 371,029 (1) 9,56
P 213,618 (I) 5,80 Nenhum corrige - -
Pb 217,000 (1) 571 N&o é necessario - -

I — Linha atdbmica; Il — Linha i6nica
TEsum: Eexc + Eion
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4.4.6. Avaliacdo do EGCM para correcao dos efeitos matriciais

O EGCM foi avaliado como estratégia para correcdo dos efeitos
matriciais em modo alto (1,0 L min) e empregado em solugdes contendo altos
teores de etanol (0,44 a 4,4 mol L de C). Os resultados sdo apresentados na
Tabela 4.10.

Comparando os resultados obtidos na auséncia de EGCM (Tabela
4.5) com aqueles obtidos com o acessorio (Tabela 4.10) para uma mesma
concentragdo de carbono (4,4 mol L), conforme mostrado na Figura 4.7, pode-
se observar que o EGCM promoveu uma melhoria nas recuperacoes de Ca Il
(396,847 nm), Cd I (228,802 nm), Cu | (324,754 nm), Fe Il (259,940 nm), Mg |
(285,213 nm) e Pb 1 (217,000 nm) e pode ser uma estratégia atrativa para correcdo

de efeitos matriciais para alguns analitos em matrizes orgéanicas.

— [ SemEGCM [ Com EGCM
£
1ol -
= o
~12 B - W= ] ] ] =
S0 HF 1 {FHF 1 =t Lt T BT T
< 100 W ]
=] i =
L]
F80HAHT AT HTHTHR TR FH TN FITETF T A
g
S« 60 -
=
& 40+
201
| ]
i 1
-20 4
Al | As |cat|cani| ca | cu | Fe | Hg [Mgt|vgn] P | Pb

FIGURA 4.7 - Avaliacdo do EGCM como ferramenta para corre¢do dos efeitos matriciais
em etanol (4,4 mol L™ de C) por MIP-OES.
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TABELA 4.10 - Avaliagdo do EGCM em solugdes contendo etanol empregando EC por MIP-OES (média + desvio padrédo, n = 3).

Carbono  AlI As1 Cal Call CdI Cul Fe Il Hg I Mgl  Mgll PI PbI
mol LY 396,152 234,984 422,673 396,847 228,802 324,754 259,940 253,652 285,213 279,553 213,618 217,000
0,00 100+£2 100+7 100+1 100+3 100+£2 100+2 100+2 100+6 100+2 100+1 100+2 100+4
0,44 154+9 107+3 104+4 99+2 103+4 101+6 104+3 110+4 101+2 100+4 98+2 1024
0,88 218,5+ 108,5 +

0,3 79 + 4 0,5 97+2 106+3 102+6 106+5 125+5 98+1 104+4 87+1 98+2
1,3 98,6 +

246+3  69+5 110£2 96+2 106+2 100+2 108+2 139+5 99+2 105+1 80+5 0,6
1,8 99,8+  109,5+

128649  51+£3  112+1 95+2 109+2 103+2 112+4 148+3 0,9 0,2 74+5 10243
2,2 944+ 1093 +

133+2  41+3  118+5 0,8 0,3 105+1 111+2 153+3 101+1 108+1 70+6 103+1
2,6 159 + 93,2+ 105,9 + 100,1 +

10 30£2  119+2 0,6 111+£2 03 114+5 1561 0,9 108+3  65+4 102+2
3,1 1229+ 948+ 156,6 + 103,8 +

1665 21+4 0,9 0,8 113£2  107+3 116+5 0,4 100+£1  109+1 611 0,6
3,5 116+1  4+4  121+2 92+2 113+£2 109+2 115+3 157+3 102+3 108+2 57+6 98+4
4,0 114,4 +

124+4  26+4 121+1 94+1 0,6 109+2 119+2 157+2 102+3 114+2 54+2 100+2
4,4 48,5+ 1064+

14746 -41+10 12641 96+2 116+1 111+3 118+2 161+1 103+2 118+3 0,3 0,2

| — Linha atbmica; 11 — Linha idnica
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Entretanto, piores recuperacdes foram observadas para Al, As, Hg e
P, com acentuado aumento nos sinais analiticos para Al e Hg e supressdo para As
e P, demonstrando que o uso de EGCM néo foi eficiente para todos os elementos
estudados e seu desempenho deve ser explicado com base na reatividade entre

cada analito e oxigénio.

VIRGILIO et al.1%, em um estudo com foco em ICP-MS, relataram
diferentes afinidades com o oxigénio e classificaram os elementos em trés grupos
gerais. Os elementos do primeiro grupo apresentam elevada reatividade e séo
representados por Ce, La, P, Sc, Ti e Y. O segundo grupo é composto por
elementos de reatividade intermediaria como As, Ba, Mo, Si, Sr e V. Por outro
lado, o terceiro grupo compreende os elementos menos reativos, como Al, Bi, Cu,
Mg e Pd.

Assim, P e As apresentam reatividades elevada e intermediaria,
respectivamente. Portanto, reagiram com o O; introduzido no plasma pelo EGCM,
formando 6xidos (XO™), conforme representado pela Equacéo 4.4.1% Esses, por
sua vez, levam a diminuicdo na populacdo de atomos excitados, 0 que explica a

supressao de sinal observada.

X*(g) + Ozg) — XO(g) + O(g) (Eq. 4.4)

Portanto, embora o EGCM tenha sido eficientemente aplicado para
correcdo dos efeitos causados por etanol para alguns elementos (Ca ll, Cd I, Cu I,
Fe 11, Mg | e Pb 1), ndo foi uma estratégia viavel para todos os analitos estudados
(Al'l, As 1, Hg I e P I). Dessa forma, o uso da padronizagéo interna apresentou

maior viabilidade para anélise multi-elementar por MIP-OES.
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4.5 - Conclusdes parciais

Esse capitulo demonstrou que os efeitos matriciais causados por
carbono em MIP-OES estéo relacionados a uma combinacéo de diferentes fatores,
tais como mudancas na geracdo e transporte do aerossol (etanol) ou efeitos
energéticos no plasma (&cido oxalico) e dependem tanto da fonte quanto da

concentracgao de carbono.

Os concomitantes diminuiram a temperatura de excitacdo do plasma
para ambas as condicdes avaliadas (otimizada e robusta) demonstrando que, ao
contrario do esperado, apenas o emprego da condicéo robusta ndo possibilitaria a
obtencdo de resultados adequados. O acessério EGCM, por sua vez, foi uma
estratégia viavel para a correcdo de efeitos matriciais para alguns analitos,

contudo, ndo foi eficiente para todos.

Com base em experimentos de adi¢do e recuperacao, verificou-se que
a escolha do IS ndo estava diretamente relacionada as propriedades fisico-
quimicas similares com o analito (comprimento de onda, energia da linha de
emissdo ou entalpia de vaporizacdo) e a selecdo do IS foi melhor realizada
considerando-se os valores de exatiddo obtidos. Os ISs Ge, Bi e a espécie
molecular OH foram eficientes para garantir exatidao e precisdo para todos 0s
elementos estudados quando a concentracdo de etanol foi superior a 1,0 % m v,

0 que pode ser aplicado em futuras analises por MIP-OES.
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CAPITULOS -

Analise de bebidas isotonicas e energeticas:
avaliacao de estratégias de calibracao para

correcao de efeitos matriciais



ANALISE DE BEBIDAS ISOTONICAS E ENERGETICAS:
AVALIACAO DE ESTRATEGIAS DE CALIBRACAO PARA
CORRECAO DE EFEITOS MATRICIAIS

5.1 — Revisédo bibliogréfica

As bebidas esportivas tém se tornado popular, principalmente no
meio adulto/juvenil, para reposicdo e/ou suplementacdo de nutrientes como
carboidratos, vitaminas e minerais. Normalmente, essas bebidas sdo utilizadas
durante ou apés longos periodos de atividade fisica ou intelectual.'% O uso dessas
bebidas deve-se a sua composicdo, cujo componente majoritario é a agua, mas
também inclui minerais (Na, K, Ca, Mg etc.), acucares, adocgantes artificiais,
aditivos e estimulantes como guarand, cafeina e taurina, sendo, portanto,
responsaveis pela hidratacdo, melhora da fadiga, aumento da energia e

desempenho.107:108

De forma geral, as bebidas isotonicas sdo aquelas que apresentam
teores de &gua e ions dissolvidos similares ao sangue e possuem concentracdo de
carboidratos na faixa de 6-8 % m v, enquanto os energéticos compreendem uma
mistura de compostos impulsionadores de energia como a cafeina (capaz de

alterar a frequéncia cardiaca) e apresentam teores de acUcar entre 10 e 13 % m v

1109

De acordo com a Associacdo Brasileira de Induastrias de
Refrigerantes e Bebidas Né&o-alcoolicas (ABIR) estima-se que o0 consumo de
bebidas isotonicas e energéticas no pais seja em torno de 35 L/habitante/ano.°
Com o objetivo de regulamentar a composicédo e rotulagem de alimentos para
atletas, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou a
Resolugdo — RDC n° 18 em 27 de abril de 2010.1!

De acordo com a ANVISAM  os  suplementos
hidroeletroliticos devem apresentar concentracdo de sédio entre 460 e 1150 mg

L, concentragéo de potéssio até 700 mg L™*, osmolaridade entre 270 e 330 mOsm
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kg de 4gua e teor de carboidratos até 8 % m v, sendo possivel a adicéo de
frutose em valores inferiores a 3 % m v! e sendo proibida a adicdo de amidos e
polidis. Quanto as bebidas energeticas, 75 % do valor caldrico deve ser
proveniente de carboidratos, com quantidade minima de 15 g no conteudo total e

devem apresentar no maximo 420 mg de cafeina por porcao.

Diversos estudos reportam a analise de bebidas isotdnicas e
energéticas e determinaram cafeinal!?3 taurinal**'® vitaminas!!®i’ e
corantes'!8, Entretanto, a analise elementar foi pouco explorada para esse tipo de
amostra, visto que se trata de uma matriz complexa devido ao elevado teor de
carbono e EIEs, conhecidos por causarem efeitos matriciais em métodos

instrumentais com plasma induzido.*8

SZYMCZYCHA-MADEJA et al'® avaliaram diferentes
procedimentos de preparo de amostras para analise de energéticos empregando
calibracéo externa por ICP-OES, i.e. (P1) decomposicdo em placa de aquecimento
empregando HNO;3; concentrado e H,O, 30 % v v?, (P2) solubilizacdo em agua
régia e (P3) diluicdo em HNO3 2,0 % v v na proporcéo de 1:1 v v1. Verificou-se
a exatidao aplicando experimentos de adicdo e recuperacédo para uma amostra do
energético Monster enriquecido nas concentracdes de 0,5 e 1,0 mg L. As
recuperacdes para Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, P, Pb, Sr e Zn encontram-
se na faixa de 98-106 % para o P1, 91-118 % para o0 P2 e 99-103 % para o P3 e
valores mais altos de RSD foram observados para o procedimento 2 (solubilizacéo
em &gua régia). Diferencas significativas ndo foram observadas entre P1 e P3

quando um teste t ao nivel de confianca de 95% foi aplicado.

LESNIEWICZ et al.X determinaram 21 elementos por ICP-OES em
diferentes marcas de isotbnicos e energéticos comercializados na Polonia. As
amostras foram decompostas com HNOj; concentrado até a reducdo para um
pequeno volume empregando banho de areia. Em seguida, adicionou-se mais

acido nitrico e a mistura foi novamente aquecida. Esse procedimento foi repetido

95



de duas a trés vezes até a obtencdo de uma solucdo incolor. Vale ressaltar que as
bebidas energéticas foram previamente desgaseificadas em banho ultrassénico e
os valores de RSD encontraram-se na faixa de 1-10 % em ambas as bebidas, cujos

elementos majoritarios foram Ca, Mg, Na e P.

PAREDES et al.!® analisaram uma amostra de isoténico ndo
identificada e o preparo da amostra consistiu na diluicdo de 4 e 50 vezes em agua
desionizada para a determinacéo de Al, Ba, Cu, Fe, Mn e Zn por ICP-OES e ICP-
MS, respectivamente. A calibracdo por adi¢cdo de padréo foi aplicada devido aos
efeitos matriciais e as concentracGes dos analitos foram similares comparando-se

os dois métodos instrumentais avaliados.

VIRGILIO et al.'?* compararam diferentes estratégias de calibragio
I.e. calibracdo externa, padronizacdo interna (usando Y), adicdo de padréo e
andlise de diluicdo padrdo para analise de isotonico e energético por SVDV ICP-
OES. As amostras foram diluidas usando um fator de 10 vezes em HNO3 1 % v
v! e ndo foram observados efeitos matriciais pronunciados, mas recuperacgdes
entre 89-93 % e 112-121 % foram observadas para Pb e Se empregando EC,
respectivamente. Valores comparaveis ou melhores foram obtidos para SDA em

relacdo a SA e IS.

GONCALVES et al.>" avaliaram diferentes estratégias de calibragéo
para analise de bebidas, dentre elas energético, por MIP-OES. As amostras foram
previamente filtradas em papel de filtro com tamanho de poro de 0,45 um e
posteriormente diluidas usando um fator de 4 vezes com HNO3z 1 % v vl As
recuperacdes variaram entre 95-123 % para EC, 94-127 % para IS (empregando
Y), 101-122 % para SA e 90-99 % para SDA.

Como se pode observar, estudos prévios reportaram procedimentos
laboriosos e uso de acido concentrado no preparo das amostras de isotonicos e
energéticos enquanto outros empregaram estratégias especiais de calibragéo para

gerar resultados adequados. Além disso, os efeitos matriciais provenientes de
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bebidas isotonicas e energeticas ndo foram intensivamente estudados para o

plasma de nitrogénio, o que pode ser considerado um desafio.

Segundo SERRANO et al.”® interferéncias matriciais provenientes da
adicéo de célcio foram mais pronunciadas para MIP-OES do que para ICP-OES,
com valores médios de I, de 0,45 e 0,80, respectivamente. O resultado foi
explicado devido a menor temperatura de excitacdo do plasma de N;
(aproximadamente 1,8 vezes menor) em relagdo ao plasma de Ar e os autores
concluiram que matrizes com elevados teores de EIEs, como bebidas isotbnicas e

energeticas, carecem de maior atencao.

SANTOS et al.!?2 também relataram a ocorréncia de efeitos
matriciais e possivel mudanca na temperatura de excitacéo e densidade eletronica
do MIP-OES quando elevadas concentrac6es de Na foram introduzidas no plasma
devido a digestdo alcalina empregada para determinacdo de Si em plantas e

fertilizantes.

O capitulo anterior e 0 estudo de SERRANO et al.1®, por sua vez,
sustentam a ideia de que severas interferéncias ndo espectrais provenientes da
introducdo de carbono também sdo esperadas na anélise de bebidas isotbnicas e
energeticas por MIP-OES e demonstram a necessidade do emprego de estratégias
de calibracdo adequadas, pois essas amostras normalmente apresentam uma

concentracdo de aglcar superior a6 % m v,

Uma das alternativas para correcdo dos efeitos matriciais € 0 uso de
padronizacéo interna. Entretanto, apesar dos avancgos reportados para facilitar a
selecdo de padrdes internos como estratégias tradicionais baseadas nas
propriedades fisico-quimicas®, uso de espécies do plasma para monitorar
flutuacOes de sinais’ e emprego de analise multivariada'?®, a escolha do melhor
IS é uma tarefa dificil e ainda depende tanto do analito quando da amostra a ser

analisada.
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Recentemente SLOOP et al.1?* propuseram uma nova estratégia de
calibracdo conhecida como calibracdo por maltiplos padrées internos (MISC) que
se baseia no emprego de vérios padrbes internos e uma unica solucdo de
calibragcdo. Como diferentes ISs sdo usados, as variagdes nos sinais analiticos séo
corrigidas por um efeito de padronizacdo interna média, ndo sendo mais

necessario identificar o IS ideal.

Os autores avaliaram a calibracdo por multiplos padrées internos na
determinacéo de nove analitos (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb e Zn) por SVDV
ICP-OES empregando duas possibilidades, i.e., oito elementos como ISs (B, Ge,
In, Rh, Sc, Te, Tle Y) ou 18 linhas de Ar (regido espectral: 415,859-743,533 nm).
A solucéo de calibracéo foi preparada em HNO3 1 % v vt com concentragéo dos
analitos e ISs inorganicos iguais a 0,5 mg L e trés matrizes foram avaliadas nos
experimentos de adi¢do e recuperacdo (solucdo de Na 0,1 % m vi, enxaguante
bucal e vodca diluidos 10 vezes). Os autores ndo observaram diferencas
significativas entre os limites de deteccdo obtidos para MISC e as demais
estratégias empregadas (calibracao externa e padronizacao interna usando Y e Sc).
A exatidao observada para MISC foi estatisticamente similar ou superior a EC

para as amostras e os materiais certificados avaliados.?

Segundo os autores, 0 MISC pode ser matematicamente explicado

pelas Equacdes 5.1 e 5.2:124

fAam - _T4_ o Lam (g 5 )

Itsm) Mism Crs
1 m C

Apde - _TA_ 5 ZPdC (Eq 52)
I1sm) Mism) Crs

onde ma e Mg Sao as sensibilidades do analito e de um unico IS, e Cam, Cpac €
Cis s@o as concentracdes do analito na amostra e no padréo de calibracédo, e a

concentracgao do IS, respectivamente.
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mg
mys(n)

Considerando que a razédo é igual entre a amostra e 0 padrao
de calibragéo, as Eq. 5.1 e 5.2 podem ser reescritas como equagao 5.3:

dam - Apde o Fam (g 53)
IIS(n) IIS(n) dec

Plotando a relagdo laam/ lis nNo €eixo y € lapa/ s NO eixo X e
considerando varios padrdes internos conforme Figura 5.1, a inclinagéo da curva
analitica (m) sera igual a razdo entre a concentracdo do analito na amostra e no

padréo de calibracédo, conforme Equacéo 5.4:

m= 4m  (Eq.5.4)
dec

Logo, a concentracdo do analito na amostra pode ser calculada pela

Equacéo 5.5:

Cam = m X Cpq. (EQ.5.5)

Algumas das vantagens da estratégia sdo: (i) estudos prévios de
selecdo do IS ndo sdo necessarios, (ii) espécies de ISs fora da curva analitica
podem ser removidos do modelo desde que uma regressao linear adequada seja
mantida, (iii) simplicidade, pois uma unica solucéo de calibracéo é utilizada e (iv)
a analise pode ser simplificada pelo uso de espécies do plasma, reduzindo o tempo
de preparo de amostra e a geracdo de residuos. Entretanto, o MISC pode ser
afetado por erros sistematicos ja que uma Unica solucdo € empregada e quaisquer

erros podem prejudicar a qualidade dos resultados.!
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FIGURA 5.1 - Curva de calibracdo tipicamente empregada em MISC.

O estudo de SLOOP et al.*?* demonstrou o potencial do MISC para
analise de trés diferentes amostras e dois CRMs por ICP-OES. No entanto, torna-
se necessario expandir sua aplicacdo para outros analitos e tipos de amostras.
Além disso, a estratégia ainda ndo foi avaliada em outro método instrumental
como o MIP-OES, o que pode ser interessante para analises futuras visto que

efeitos matriciais mais pronunciados séo esperados no plasma de nitrogénio.

5.2 - Objetivo

Avaliar diferentes estratégias de calibracdo, i.e. EC, IS e MISC
(usando espécies inorganicas e do plasma), para correcdo dos possiveis efeitos
matriciais provenientes de bebidas isotOnicas e energéticas nos sinais analiticos
de 18 elementos (Al, As, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, Si, Sr
e Zn) empregando ICP-OES e MIP-OES.
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5.3 - Parte Experimental

5.3.1 - Instrumentacao

Um MIP-OES modelo 4200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA) com camara de nebulizacdo ciclénica e nebulizador OneNeb série 1 foi
usado para a realizagéo de todas as analises. O gas nitrogénio foi fornecido pelo
nitrogénio liquido (pureza 99,998 %, Air Products and Chemicals Inc, Allentown,
PA, EUA) e as condi¢cOes operacionais empregadas sdo apresentadas na Tabela
5.1.

As posicdes de observacédo do plasma e vazdo do gas de nebulizacéo
para cada analito e IS estdo reportados na Tabela 5.2. As oito espécies moleculares
do plasma de nitrogénio foram monitoradas através das linhas de emissdo: OH -
Th 308,970 nm; N2 - Ti 337,145 nm; N,*- Nb 391,470 nm; N, - Ta 337,154 nm;
CH - Ru 431,431 nm; C,- U 11 516,038 nm; N,- Ta 356,672 nm e N2- Nb 379,812

nm.’

Um ICP-OES 5110 (Agilent Technologies, Mulgrave, Australia)
também foi utilizado e o instrumento € constituido por um amostrador automatico
SPS4, um nebulizador concéntrico e uma camara de nebulizagdo ciclonica.
Argonio de alta pureza (99.999 %, Air Products and Chemical Inc., Allentown,
PA, EUA) foi usado para geracao do plasma e as melhores condi¢fes operacionais
e as linhas de emissdo empregadas para analitos, possiveis ISs e Ar sdo

apresentadas na Tabela 5.3.
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TABELA 5.1 - Condigdes operacionais empregadas na analise de isotdnicos e energéticos por
MIP-OES.

Parametro instrumental Condicéo operacional
Frequéncia do micro-ondas (MHz) 2450

Poténcia do micro-ondas (kW) 1,0

Tempo de integracéo (S) 3

Tempo de estabilizacéo (s) 15

Velocidade da bomba peristaltica (rpm) 10

Numero de réplicas 3

Correcdo do sinal de fundo Auto para analitos e ISs e desligada para

espécies moleculares
Nebulizador OneNeb série 1

Camara de nebulizacédo Cicldnica

TABELA 5.2- Pardmetros instrumentais empregados para cada analito e IS na analise de
isotonicos e energéticos por MIP-OES.

Elemento Comprimento de Posicdo de Vazdao do géas de nebulizacao
onda, nm visualizagéo L min!
Analitos

Al l 396,152 0 0,95
As | 193,695 0 0,75
Bl 249,772 0 0,75
Call 393,366 0 0,60
Cdl 228,802 0 0,50
Cul 324,754 0 0,70
Fe ll 259,940

0 0,45
Kl 766,491

0 0,75
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Mg | 285,213
0 0,90
Mn | 403,076
0 0,90
Nal 588,995
0 0,95
Pl 213,618
0 0,35
Pbl 405,781
0 0,75
Sil 251,611
0 0,50
Srll 407,771
0 0,55
Zn | 213,857
0 0,45
ISs inorganicos
Bi 306,772
0 0,75
Ge 265,117
0 0,75
Inl 451,131
0 0,75
Rh | 343,489
0 0,75
Scll 361,383 0
0,75
Tel 214,281 0
0,75
Tl 535,046 0
0,75
Y Il 371,029 0
0,75
Espécies moleculares
N2* (Nb 1) 391,470
0 0,75
OH (Tb 11) 308,958
0 0,75
N2 (Til) 337,145
0 0,75
N2 (Tal) 337,154
0 0,75
CH (Rul) 431,431
0 0,75
C2(Ul) 516,038
0 0,75
N2 (Tal) 356,672
0 0,75
N2 (Nb 1) 379,812
0 0,75

I- Linha atdmica, 11- Linha ibnica
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TABELA 5.3 - CondicGes operacionais empregadas na analise de isoténicos e energéticos por

ICP-OES.

Parametro instrumental

Condicéo operacioanal

Poténcia de radiofrequéncia aplicada,
kw

Velocidade de rotacdo da bomba
peristaltica, rpm

Tempo de estabilizacao (S)

Vazio do gas do plasma, L min?
Vazdo do gas auxiliar, L min™?
Vazdo do gas de nebulizagdo, L min?
NUmero de réplicas

Nebulizador

Céamara de nebulizacéo

Visdo de observacéo

Linha de emissdo, nm

1,2

12

20

12

1

0,70

3

Concéntrico

Ciclénica

SVDV

Analitos: Al 1 396,152; As | 188,980; B |
249,772; Ca Il 396,847; Cd Il 226,502; Co Il
228,615; Cr Il 267,716; Cu | 324,754; Fe Il
259,940; K | 766,491; Mg | 285,213; Mn Il
257,610; Na | 589,592; P | 213,618; Pb Il
220,353; Si | 251,611; Sr 1l 407,771 e Zn |
213,857.

ISs inorgéanicos: Bi 1 223,061; Ge | 265,117; In 11
230,606; Rh | 343,488; Sc Il 361,383; Te |
214,282; TI11190.794 e Y 11 371,029

Linhas de Ar: Ar | (415,859), Ar 1 (419,832), Ar |
(420,067), Ar | (430,010), Ar | (433,356), Ar |
(549,587), Ar | (560,673), Ar | (565,070), Ar |
(614,544), Ar | (641,631), Ar | (645,918), Ar |
(675,283), Ar | (700,323), Ar | (702,108), Ar |
(703,025), Ar 1 (735,328), Ar | (737,212) e Ar |
(743,533).

I-Linha atdmica, 11- Linha idnica
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5.3.2 - Reagentes e solucdes padrao

Agua destilada-desionizada (Milli-Q®, Millipore, Bedford, MA,
EUA) e &cido nitrico grau analitico (Fisher, Pittsburgh, PA, EUA) foram usados
no preparo de todas as solugdes. Padrdes elementares de 1000 mg L, (SPEX
CertPrep, Metuchen, NJ, EUA) dos analitos Al, As, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, P, Pb, Si, Sr e Zn e dos padrdes internos Bi, Ge, In, Rh, Sc, Te, Tl e
Y foram adequadamente diluidos para a o preparo das solucdes de calibracéo e

para os experimentos de adicao e recuperacao.

Os padroes de calibracgéo para EC e IS foram preparados em HNO; 1
% v v nas concentracdes de 2,0; 5,0; 10 e 20 mg L™ para os macroelementos
(Ca, K, Mg, Nae P)e 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™ para os microelementos (Al, As,
B, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Si, Sr e Zn). Os padrdes internos Bi, Ge, In e Tl
na concentracéo final de 4,0 mg L, Rh, Sc e Y na concentragdo de 1,0 mg L e

Te 2,0 mg L foram usados nas calibragGes por IS e MISC.

As concentragdes dos analitos na solucdo de calibragdo para MISC
foi de 20 mg L para os macroelementos e 2,0 mg L* para os microelementos,

sendo essa preparada em HNOs; 1 % v v2,

5.3.3 - Preparo de amostras

Seis amostras de isotonicos (Gatorade, Powerade, BioSteel e Body
Armor) e 10 amostras de energeticos (Monster, Red Bull, Rockstar, Reign,
Rowdy, Sunshine e 5-h) com ou sem adicdo de aglcares foram adquiridas no
mercado local de Winston-Salem, Carolina do Norte, EUA e a composicédo

informada pelos fabricantes esta apresentada na Tabela A7.

Inicialmente, as bebidas energéticas foram desgaseificadas por 3 h
empregando um banho ultrassom (Branson 2510 Marshall Scientific, Hampton,
NH, EUA) e posteriormente diluidas 5 vezes com HNO3 1 v vt. Uma amostra de

isotbnico (Gatorade) e outra de energético (Monster) foram selecionadas para 0s
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estudos de adicao e recuperacdo. Os analitos foram adicionados em solucdo na
concentragdo de 1,0 mg L™ (microelementos) ou 10,0 mg L* (macroelementos)
juntamente com os 1Ss inorganicos. Acido nitrico 1 % v v*! foi empregado como

referéncia.
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5.4 - Resultados e discussao
5.4.1 - Desempenho do ICP-OES
5.4.1.1 - Limites de deteccao por ICP-OES

Os limites de deteccdo empregando calibracdo externa, padronizacao
interna e calibracdo por multiplos padrBes internos usando 8 ISs inorganicos
(MISC;s) ou 18 linhas de Ar (MISC,) na presenca de HNOz 1 % v v, Gatorade
e Monster sdo apresentados na Tabela 5.4. Os elementos Y e Sc foram
empregados no calculo do LOD para padronizacdo interna por serem amplamente
reportados em analises por ICP-OES?® e para facilitar a comparagdo com os dados
obtidos por SLOOP et al..'?*

O LOD foi calculado de acordo com o recomendado pela IUPAC
para EC e IS, como sendo 3 vezes o desvio padrdo de 15 medic¢des da solugédo do
branco analitico (Spr) dividido pela inclinacdo da curva de calibracdo (m) i.e.,
LOD= 3Sp/m. Para MISC, o LOD foi calculado conforme proposto por SLOOP
et al.1?*, como trés vezes o desvio padrdo da concentragdo do analito calculado a

partir de 15 medicdes do branco (Scyr) ou seja, LOD = 3Scyy.

De forma geral, menores LODs foram obtidos em HNO3; 1 % v vie
os valores foram da mesma ordem de magnitude que os reportados por SLOOP et
al.'?* para As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb e Zn nas diferentes estratégias de
calibracdo. Observou-se um aumento no LOD para os analitos na presenca de
Gatorade e Monster quando comparados com a solu¢édo de acido nitrico, o que ja
era esperado devido a complexidade matricial dessas bebidas, e.g. o LOD de Ca
passou de 0,06 pg L™ em solucédo aquosa para 22 pg Lt e 58 pg L no isotdnico
e energético, respectivamente, empregando EC. Em relacdo ao método de
calibracdo adotado, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
estratégias para a maioria dos analitos. Um comportamento similar foi observado
por SLOOP et al.1?* em ICP-OES.
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TABELA 5.4 - Limites de deteccdo (ug L) calculados empregando EC, IS e MISC para SVDV ICP-OES.
HNO31% v v!

Método Al As B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Na P Pb Si Sr Zn
EC 3 25 2 0,06 1 4 1 2 2 138 06 03 4 23 8 8 0,04 1
IS (Sc) 3 24 2 005 09 3 1 2 2 132 06 02 4 22 8 8 0,03 1
IS (Y) 3 24 2 006 09 3 1 2 2 130 06 0.2 4 22 8 8 0,03 1
MISCar 3 24 2 0,06 1 3 1 2 2 115 06 0,2 4 22 8 8 0,03 1
MISCis 3 24 2 006 09 3 1 2 2 114 06 0.2 4 22 8 8 0,03 1
Isotdnico Gatorade diluido 5 vezes
Método Al As B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Na P Pb Si Sr Zn
EC 19 32 1 22 07 4 1 2 2 293 4 0,2 465 440 9 18 0,09 1
IS(Sc) 20 33 1 33 07 4 1 2 2 436 5 0,2 421 509 9 15 01 2
IS (Y) 20 33 1 32 07 4 1 2 2 379 5 0,2 427 505 9 16 01 2
MISCar 19 32 1 22 07 4 1 2 2 254 4 0,2 469 445 9 18 01 2
MISCis 20 33 1 23 0,7 4 1 2 2 261 4 0,2 481 457 9 19 01 2
Energético Monster diluido 5 vezes
Método Al As B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Na P Pb Si Sr Zn
EC 5 16 1 58 0,6 4 2 2 3 119 10 0,3 1567 22 18 8 02 05
IS (Sc) 5 17 1 51 0,6 4 2 2 3 94 6 04 1407 21 18 8 02 05
IS (Y) 5 17 1 59 06 4 2 2 3 82 8 0,4 1469 21 18 9 02 05
MISCar 5 17 1 60 0,6 4 2 2 3 105 10 03 1619 23 18 9 02 05
MISCis 5 17 1 59 06 4 2 2 3 1056 10 03 1612 23 18 9 02 05

EC= calibrag&o externa; IS = padronizag&o interna usando um elemento individual (Y ou Sc); MISC;s = MISC usando diferentes elementos como 1Ss e MISCar
= MISC usando multiplas linhas de Ar.
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5.4.1.2 - Avaliacéo dos efeitos matriciais

A influéncia do isotbnico Gatorade e do energético Monster na
recuperacgéo dos analitos por SVDV ICP-OES ¢ apresentada nas Figuras 5.2 € 5.3,
respectivamente. Os resultados demonstraram que ambas as matrizes ndo geraram
efeitos matriciais para a maioria dos elementos, sendo adotadas como
recuperacdes aceitaveis nesse estudo valores na faixa de 90-110 %, o que parece

razoavel para um método instrumental bem estabelecido como o ICP-OES.

120 4 Gatorade

Al |As| B |Ca|Cd|Co|Cr|Cu|Fe| K [MgIMn[Na| P [Pb] Si|Sr| Zn

100

[}
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Recuperacéo (%)

~
o
1

FIGURA 5.2- Influéncia do isotdnico Gatorade na recuperacdo de cada analito por ICP-OES
empregando EC.
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FIGURA 5.3- Influéncia do energético Monster na recuperacgdo de cada analito por ICP-OES
empregando EC.

RecuperacOes abaixo de 90 foram observadas apenas para Si |
(251,611 nm e Esum 4,93 eV) em Gatorade e Pb Il (220,353 nm e Egun 13,04 eV),
Sil (251,611 nme Egqm4,93eV) e Zn | (213,857 nm e Eqm 5,80 eV) em Monster
e podem ser explicadas pelas elevadas concentracbes de EIEs e carbono nas
amostras, conhecidos por causar aumento ou supressdo dos sinais analiticos em
ICP-OES.81%5 Considerando que tanto linhas atémicas quanto ibnicas com
energias diferentes foram suprimidas, acredita-se que o0s efeitos estejam
relacionados a alteracOes na eficiéncia do transporte ou a colisbes dos analitos

com outros atomos e ions concomitantes.

O’HANLON et al.'?® reportaram uma diminuicdo na massa do
analito Mn transportada para o plasma de argonio na presenca de EIEs. Segundo
0s autores, a eficiéncia da massa transportada diminuiu para 83 e 60 % quando
Na e K, respectivamente, foram adicionados em soluc¢do na concentracdo de 0,05

mol L.
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BUDIC!?" avaliou o efeito de Ca, K, Na e P sobre os sinais de
diferentes analitos e observou uma diminuicdo de até 10 % na massa transportada
ao plasma. Com excec¢édo de Ba I (553,55 nm), a presenca de EIEs resultou na
supressao de sinal tanto para analitos medidos em linhas atdmicas quando idnicas,

com reducdes de até 45 % na presenca de Ca.

TAYLOR et al.??® observaram recentemente uma supresséo do sinal
analitico para diferentes elementos na presenca dos metais alcalinos terrosos Ca,
Mg e Sr por ICP-OES e concluiram que uma fracdo da energia do plasma é
perdida pelos elétrons em colisGes inelasticas com atomos e ions da matriz,

promovendo a supressao do sinal.

Considerando-se que 0s isotonicos e energéticos também apresentam
altos teores de carbono, com concentracdes superiores a 6 % m v, a supresséo de
sinal observada para Pb, Si e Zn também pode ser explicada pela diminuicdo na
populacao de &tomos e ions excitados devido as colisdes com o &tomo de carbono,

conforme proposto por GRINDLAY et al..8%%

5.4.1.3 - Avaliacdo dos métodos de calibracgao

Em virtude dos efeitos matriciais observados para Si, Pb e Zn nas
amostras de isotonicos e energéticos, 0 metodo de calibracdo por padronizacéo
interna foi avaliado usando oito potenciais ISs (Bi, Ge, In, Rh, Sc, Te, Tle Y) e

0s resultados sdo apresentados na Tabela 5.5.

Como se pode observar as melhores recuperacbes foram obtidas
empregando Ge | como IS para Si | em ambas as amostras. Para amostras de
energéticos, Bi | e Tl Il se comportaram como padrdes internos adequados para
Pb Il e Zn 1, respectivamente. Considerando as propriedades para o par analito/IS,
Si 1 (251,611 nm, 359 kJ mol™ e Equn 4,93 eV) e Ge | (265,117 nm, 334 kJ mol*
e Esum 4,68 eV) apresentam comprimentos de onda, entalpia de vaporizacao e

energias da linha de emissdo préximos, o que esta em concordancia com as
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estratégias convencionais de selecdo.’® Entretanto, com base nessa mesma
estratégia, Bi | (223,061 nm, 151 kJ mol* e Eqm 5,56 €V) deveria se comportar
como o melhor IS para Zn 1 (213,857 nm, 124 kJ mol* e Eqm 5,80 eV), porém a
melhor recuperacdo foi obtida empregando a linha idnica de TI (190,794 nm, 165
kJ mol e Eqym 12,60 V).

E interessante observar que Bi foi responsavel pela correcdo dos
efeitos matriciais para Pb na amostra de energético e o resultado reafirma os
estudos de BECHLIN et al.)”** que propuseram Bi como IS geral para Pb por
AAS e ICP-OES em diferentes matrizes.

Assim como reportado por BARROS et al.*® e CHIWESHE et al.*®,
ndo houve uma relacdo estrita entre as propriedades fisico-quimicas do par
analito/IS em ICP-OES e as escolhas foram realizadas com base nos valores de
recuperacgdo obtidos. Além disso, os ISs ndo foram os mesmos entre os analitos,
demonstrando que a selecdo ainda € uma etapa crucial e dificil para o emprego

dessa estratégia.

Assim, visando contornar a necessidade de selecdo dos melhores ISs
para cada analito, avaliou-se a calibracdo por maltiplos padrdes internos nas duas
versdes e 0s resultados sdo apresentados na Tabela 5.6. A estratégia foi
inicialmente aplicada a uma solucéo do branco analitico e o valor de concentragédo

obtido foi subtraido para as amostras de Gatorade e Monster.

Recuperagdes entre 90 ¢ 100 % e valores de RSD < 2 % foram
observados para Si, Pb e Zn em as ambas as versdes do MISC e possibilitaram
concluir que a estratégia foi eficiente para corrigir as supressdes de sinais em ICP-
OES. Embora melhores resultados tenham sido observados para padronizacéo
interna, i.e., 99-100 %, o MISC garantiu recuperacfes satisfatorias cuja faixa
variou de 93-95 % para MISCs e 92-96 % para MISCa,. Portanto, 0 MISC se
apresentou como uma alternativa ao uso da padronizacéo interna em ICP-OES,

dispensando longos estudos para selecéo de IS.
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TABELA 5.5 - Padrdes internos para analise de isotdnicos e energéticos por ICP-OES (% recuperacdo média + desvio padrdo, n=3).

Analito, A (nm) Analito E sum Recuperacdo EC (%) IS Eawm (eV)  Recuperagdo IS (%)
(eV)
Si 1 (251,611) Gatorade 4,93 89,6 + 0,9 Ge — 265,117 (1) 4,68 99,1+ 0,9
Si 1 (251,611) Monster 4,93 85,4+ 0,3 Ge —265,117 (1) 4,68 99 + 2
Pb 11 (220,353) Monster 13,04 86,3+ 0,9 Bi1-223,061 (I) 5,56 99,1+ 0,6
Zn | (213,857) Monster 5,80 89,1+0,2 T1— 190,794 (1I) 12,60 100 + 1

| — Linha atdmica; Il — Linha idnica
Esum = Eionizagéo + Eexcitagéo

TABELA 5.6 - Comparacéo entre as recuperagdes obtidas empregando EC, IS, MISCis e MISCar para determinacéo de Si, Pb e Zn por ICP-OES
(% recuperacdo meédia = desvio padrao, n=3).

Analito, A (nm) EC IS MISCs MISCar
Si 1 (251,611) Gatorade 89,6+ 0,9 99,1+0,9 93 +1 95+2
Si 1 (251,611) Monster 85,4+0,3 99 +2 94,7 +0,9 92,4 +0,6
Pb 11 (220,353) Monster 86,3+0.,9 99,1+ 0,6 93,5+0,8 93 +1
Zn 1 (213,857) Monster 89,1 +0,2 100 + 1 95+ 1 96,4 + 0,4

I — Linha atdbmica; Il — Linha ibnica
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5.4.2 - Desempenho do MIP-OES
5.4.2.1 - Limites de deteccdo por MIP-OES

Os limites de deteccdo obtidos empregando diferentes estratégias de
calibracdo em MIP-OES séo apresentados na Tabela 5.7, i.e. EC, IS (usando Y ou
Sc) e MISC calculado através de oito ISs inorganicos (MISC,s) ou oito espécies
moleculares presentes no plasma de nitrogénio (MISCng).

De forma geral, assim como observado em ICP-OES (Tabela 5.4),
melhores valores de LOD foram obtidos em HNO3 1 % v v! comparado com as
amostras de isotbnicos e energéticos, como se pode observar para 0s

macroelementos Ca, K, Mg e Na.

Além disso, quando se comparam os dois métodos instrumentais,
menores limites de deteccdo foram obtidos em solugdo aquosa para os analitos
Ca, Cd, Co, Fe, Mn, Na, P, Sr e Zn por ICP-OES, o que ja era esperado devido a
maior temperatura de excitacdo do plasma de Ar.> No entanto, os valores
observados foram préximos para B, Cr e Pb, demonstrando que apesar de LODs
elevados para alguns analitos, o plasma de nitrogénio pode ser eficientemente

empregado para andlise de isotbnicos e energéticos.

Comparando-se as estratégias de calibracdo ndo foram observadas
grandes diferencas de desempenho, assim como reportado anteriormente para
ICP-OES. O MISC em ambas as versdes resultou, de maneira geral, em valores

na mesma ordem de grandeza que os obtidos por EC e IS.
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TABELA 5.7 - Limites de deteccdo (ug L) calculados empregando EC, IS e MISC para MIP-OES em condicéo padréo.

HNO3 1 % v v!

Método Al As B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Na P Pb Si Sr Zn
EC 06 39 3 0,3 3 7 09 07 4 04 02 05 01 51 7 3 0,1 5
IS (Sc) 0,7 45 3 0,4 3 8 1 0,9 5 05 03 06 03 58 8 4 0,1 6
IS (Y) 08 51 3 0,4 3 8 1 0.8 5 05 03 06 03 60 9 4 0,1 6
MISCrna 0,6 53 3 0,3 3 7 09 07 4 04 02 05 01 51 7 3 0,1 5
MISCis 0,7 56 3 0,4 3 7 1 1 6 06 03 07 02 68 8 4 0,1 8
Isotdnico Gatorade diluido 5 vezes
Método Al As B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Na P Pb Si Sr Zn
EC 2 34 1 38 2 6 06 06 4 495 12 0,7 859 44 6 16 0.3 5
IS (Sc) 1 23 1 47 2 5 05 05 4 576 15 0,7 682 36 5 16 0.3 4
IS (Y) 1 31 1 36 2 5 05 05 4 510 11 06 694 36 5 16 0.3 4
MISCrot 1 48 1 34 2 7 07 07 5 439 12 0,7 760 39 5 13 0.3 5
MISCis 2 51 1 51 3 7 1 1 7 518 18 1 828 50 7 18 0,3 7
Energético Monster diluido 5 vezes
Método Al As B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Na P Pb Si Sr Zn
EC 3 42 2 108 2 5 0,6 1 5 108 22 06 844 59 5 8 0,9 5
IS (Sc) 2 46 2 111 1 4 0,5 1 4 105 22 05 684 50 6 8 0,9 4
IS (Y) 2 42 2 99 1 4 0,4 1 4 90 22 05 884 48 7 8 1 4
MISCrot 2 58 2 91 2 5 0,6 1 5 91 22 06 708 50 4 6 0,9 5
MISCis 3 64 3 105 2 5 0,9 2 8 142 34 09 741 66 6 9 1 7

EC= calibragéo externa; IS = padronizacdo interna usando um elemento individual (Y ou Sc); MISCis = MISC usando diferentes elementos como 1Ss e MISCiol
= MISC usando espécies moleculares do plasma de nitrogénio como padr@es internos.
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5.4.2.2 - Avaliacéo dos efeitos matriciais

A influéncia das bebidas Gatorade e Monster sobre 0s sinais
analiticos em MIP-OES sdo apresentadas nas Figuras 5.4 e 5.5, respectivamente.
Ao contrario do ICP-OES, a maioria dos analitos apresentou efeitos matriciais nas

matrizes dessas bebidas esportivas.

Para Gatorade, recuperacdes superiores a 110 % foram observadas
para Al, Ca, Cr, Mg, Mn e Pb enquanto supressdes dos sinais analiticos ocorreram
para As, B e P. Na presenca do energético Monster, Cr, K, Mg, Mn, Na e Pb
apresentaram aumento dos sinais analiticos e os analitos As, B, Fe, P, Si e Zn
apresentaram recuperagOes inferiores a 90 %. O elemento Sr apresentou um
comportamento diferenciado, com severo efeito matricial e recuperagfes acima
de 200 % e por questdo de escala ndo foi reportado nas figuras. Apenas Cd, Co e
Cu apresentaram recuperacdes dentro da faixa aceitavel de 90-110 % em ambos

0S meios.”

O viés positivo observado para as linhas atdmicas de Al, Cr, K, Mg,
Mn, Na e Pb pode ser explicado pelo aumento da densidade eletrénica do plasma
de nitrogénio (ne) devido a presenca dos EIEs Na e K nas bebidas isotbnicas e
energéticas, responsavel pelo deslocamento do equilibrio de ionizacdo no sentido
da formacéo de espécies neutras, ou seja, linhas atbmicas, conforme demonstrado

pela Equacdo 5.6:°
A+(g) +e = A(g) (Eq 5.6)

onde, A, A" e e representam o atomo do analito no estado gasoso, o ion formado

e e” 0 elétron, respectivamente.

Outro mecanismo para explicar o aumento de sinal tanto para esses
analitos quanto para Ca e Sr, medidos em linhas i6nicas, deriva-se da elevada

concentragcdo de carbono nas amostras como previamente discutido. Segundo

116



GRINDLAY et al.®, reacBes de transferéncias de carga entre o analito e C* podem
ocorrer aumentando a populacdo de ions excitados, o que explicaria as elevadas
recuperacdes observadas para Ca Il e Sr 1l. Essas reagdes também séo seguidas
de processos de recombinacdo ion-elétron e resultam no aumento da populacao

de atomos excitados.
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FIGURA 5.4 - Efeito do isotonico Gatorade na recuperagéo de cada analito por MIP-OES em
comparagdo com uma solucéo de HNO3 1 % v v,
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FIGURA 5.5 - Efeito do energético Monster na recuperacdo de cada analito por MIP-OES
em comparagio com uma solugio de HNO3z 1 % v v2.

As recuperacOes abaixo de 90 %o para As I, BI,Fell,PI,Sile Zn |
podem ser explicadas pelos mesmos mecanismos mencionados anteriormente
para ICP-OES, como diminuicdo na populacdo de atomos excitados por colistes
com o carbono!®, diminuicdo na massa do analito transportada para o plasma
devido a presenca de EIEs!?” ou pelo detrimento nas condi¢Bes de excitagcdo do
plasma causada pelos concomitantes na amostra’. Os dois Gltimos mecanismos
foram avaliados com base no comportamento das espécies moleculares N," e OH
em Gatorade e Monster em comparacdo com o meio aquoso (HNO; 1% v vt)

conforme demonstrado na Figura 5.6.

Observa-se que as bebidas esportivas causaram um aumento de
aproximadamente 5 % no sinal de emissdo da espécie molecular OH e uma
supressao em torno de 20 % para a espécie N,* em comparacdo com 0 meio
aguoso. Segundo SERRANO et al.”®e WILLIAMS et al.”* os sinais de N, e OH

estdo relacionados com a condicdo energética do plasma e com a capacidade de
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atomizacdo, respectivamente. Dessa forma, as bebidas Gatorade e Monster
deterioraram as condicdes de excitacdo do plasma e causaram diminuicdo na
eficiéncia de atomizacéo, visualizados pela diminui¢do do sinal de N," e pelo

aumento do sinal de OH, respectivamente.
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FIGURA 5.6- Comparacao entre o sinal de emissdo das espécies N> e OH em solucdo aquosa
(HNOs 1,0% v v1) e nas bebidas Gatorade e Monster.

A fim de verificar a relacdo entre o efeito matricial observado pelos
analitos e a energia da linha de emissdo, empregou-se a analise de componentes
principais. A PCA foi aplicada considerando as recuperagdes em Gatorade e
Monster e a Eqm, conforme mostrado na Figura 5.7. Os componentes principais
PC1 e PC2 explicaram, respectivamente, 66,1 e 33,4 % dos dados. Valores de
scores negativos na PC1 foram observados para elementos que apresentaram
aumento do sinal analitico, i.e. recuperacdes medias superiores a 111 % (Al, Ca,
Cr, Mg, Mn, Pb e Sr) enquanto valores positivos foram observados para os
analitos que néo foram tdo afetados por ambas as matrizes (Cd, Co, Cu, Na e K)

ou que apresentaram supressoes de sinal (As, B, Fe, P, Si e Zn). Para a PC2,
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valores de scores positivos foram obtidos para analitos com Esym> 4,9 eV (As |,
BI,Call,Cd|I,Fell,PI,Sil, SrlleZnl)e valores negativos para os demais

analitos cujas energias encontram-se na faixa de 1,6-4,3 eV.
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FIGURA 5.7- Representacdo PCA obtida para cada analito em Gatorade e Monster.

Relacionando a energia da linha de emissdo (Tabela 5.8) com os
dados da PCA, os analitos podem ser classificados em 4 grupos. O primeiro grupo
é constituido pelas linhas ionicas de Ca e Sr, que apresentaram recuperacoes
superiores a 110 % e Eqnm entre 8,7 e 9,3 eV. O segundo grupo compreende as
linhas atdmicas de As, B, Cd, P, Si e Zn (Esum 4,9-6,4 eV) e a linha ibnica de Fe
(Esum de 12,67 eV), elementos que apresentaram recuperacdo media na faixa de
70-93 % em ambas as bebidas. O terceiro grupo é composto por Co, Cu, K e Na
que apresentaram recuperacdes médias entre 97-105 % e Eqm 1,6-3,8 eV. O
ultimo grupo compreende os analitos Al, Cr, Mg, Mn e Pb que apresentaram
aumento do sinal analitico e cujas recuperac@es e Es,m variaram entre 111-138 %

e 2,9-4,3 eV, respectivamente.
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TABELA 5.8 - Valores de energia para cada linha de emissdo empregada nas andlises de
isotdnicos e energéticos por MIP-OES.

Elemento Linha de E exc (€V) E ion (€V) Eam' (V)
emissao (nm)
Ca 393,366 3,15 6,11 9,26
Linhas Fe 259,940 4,77 7,90 12,67
ibnicas Sr 407,771 3,04 5,69 8,73
Al 396,152 3,13 - 3,13
As 193,695 6,40 - 6,40
B 249,772 4,96 - 4,96
Cd 228,802 5,42 - 5,42
Co 340,512 3,64 - 3,64
Cr 425,433 2,91 - 2,91
Linhas Cu 324,754 3,82 - 3,82
atbmicas K 766,491 1,62 - 1,62
Na 588,995 2,10 - 2,10
Mg 285,213 4,34 - 4,34
Mn 403,076 3,08 - 3,08
P 213,618 5,80 - 5,80
Pb 405,781 3,05 - 3,05
Si 251,611 4,93 - 4,93
Zn 213,857 5,80 - 5,80

tEsum= Eexcitagio + Eionizacéo

Assim como observado no Capitulo 3 para analise de urina diluida 2
vezes, analitos cujas linhas atbmicas tém Eg,m na faixa de 5-6 eV, e.g. As (Esum
6,40 eV), B (Esum 4,96 €V), P (Esum 5,80 €V), Si (Esum 4,93 €V) e Zn (Esum 5,80
eV), apresentaram supressdo de sinal, i.e. recuperacdes abaixo de 90 % na
presenca das bebidas isotdnicas e energéticas.

Os resultados possibilitaram evidenciar a menor robustez do plasma

de nitrogénio comparado com o Ar-ICP e confirmaram a dificuldade de analisar
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matrizes complexas como bebidas esportivas. As calibragGes por padronizagao

interna e MISC foram avaliadas e serdo discutidas a seguir.

5.4.2.3 - Avaliacdo dos métodos de calibracéo

Os elementos Bi, Ge, In, Rh, Sc, Te, Tl e Y também foram avaliados
como potenciais ISs para a analise de isotbnicos e energéticos por MIP-OES e 0s
resultados obtidos para a padronizacgéo interna so apresentados na Tabela 5.9.

Conforme discutido anteriormente, a maioria dos analitos apresentou
efeitos matriciais, com aumento dos sinais analiticos para Al, Ca, Cr, K, Mg, Mn,
Na, Sr e Pb e supressao para As, B, Fe, P, Si e Zn na presenca de Gatorade e/ou
Monster e, de forma geral, os I1Ss Ge | (265,117 nm) ou Te | (214,281 nm) foram
eficientes para correcdo dos analitos cujas recuperacdes eram inferiores a 90 %.
Os ISs Bi | (306,772 nm), In | (451,131 nm), Sc Il (361,383 nm), Tl | (535,046
nm) ou Y Il (371,029 nm), por sua vez, corrigiram analitos que apresentaram
aumento de sinais. Nenhum padrdo interno foi eficiente para corrigir os efeitos
para Sr e Na.

Além disso, ndo houve um Unico padrdo interno capaz de corrigir 0s
efeitos matriciais para todos os analitos, mas as melhores recuperagdes foram
observadas empregando Bi I como IS para Al le Mn I; Te I como IS para As |, B
lePI; TIlcomolISparaCallePbl;Y Il como IS para CrI; Ge | como IS para
Fell,SileZnl;Inlcomo IS paraK I e Sc Il como IS para Mg .

O analito P (213,618 nm, 12,4 kJ mol* e Eqm 5,80 eV) e 0 IS Te
(214,281 nm, 50,6 kJ mol? e Eqym 5,78 eV) apresentam propriedades fisico-
quimicas similares, como comprimentos de onda, entalpia de vaporizacdo e
energias da linha de emissédo. Entretanto, essa relacdo ndo foi observada para
alguns pares de analito/IS como Ca II/TI I, Cr I/Y 1, Fe 11/Ge | e Mg I/Sc I, que
apresentam comprimentos de onda e energias distintos. Esse aspecto também foi

observado nas medidas por ICP-OES, conforme discutido anteriormente.
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Comparando-se os resultados para padronizacao interna entre ICP-
OES e MIP-OES, observou-se que Ge foi o melhor IS para Si em ambos os
métodos instrumentais. No entanto, apesar de Bi ser comumente empregado como
IS geral para Pb por AAS e ICP-OES,'”* esse elemento ndo apresentou
desempenho satisfatorio em MIP-OES e as melhores recuperacfes foram obtidas
empregando TI. Esse resultado € interessante e ressalta as particularidades dos
métodos instrumentais para o emprego da padronizacdo interna e justifica a

necessidade de estudos prévios de selecdo.

TABELA 5.9 - Padrdes internos selecionados para corre¢do dos efeitos matriciais em MIP-OES
para Gatorade e Monster diluidos 5 vezes.

IS
Analito - A (nm) Esun’ Padrao interno IS selecionado Esum®
(eV) V)
Al 396,152 (1) 3,13 Bi, Rh,SceY Bi 306,772 (1) 4,04
As 193,695 (I) 6,40 Te Te 214,281 (1) 5,78
B 249,772 (1) 4,96 Te Te 214,281 (1) 5,78
Ca 393,366 (II) 9,26 Bi,In, TleY TI1 535,046 (1) 2,32
Cd 228,802 (1) 5,42 N&o é necessario - -
Co 340,512 (1) 3,64 N&o é necessario - -
Cr 425,433 (1) 2,91 BieY Y 371,029 (II) 9,56
Cu 324,754 (1) 3,82 N&o é necessario - -
Fe 259,940 (1) 12,67 Ge Ge 265,117(1) 4,68
K 766,491 (1) 1,62 Bi, Ine Tl In 451,131 (1) 2,75
Na 588,995 (1) 2,10 N&o corrige - -
Mg 285,213 (1) 4,34 Rh e Sc Sc 361,383(11) 9,99
Mn 403,076 (1) 3,08 Bi,SceY Bi 306,772 (1) 4,04
P 213,618 (1) 5,80 Te Te 214,281(1) 5,78
Pb 405,781 (1) 3,05 IneTI TI1 535,046 (1) 2,32
Si 251,611(1) 4,93 Ge Ge 265,117(1) 4,68
Sr 407,771 (1) 8,73 Nenhum corrige - -
Zn 213,857 (1) 5,80 Ge Ge 265,117(1) 4,68

I-Linha atdmica e Il- Linha ibnica.
YEsum= Eexcitagio + Eionizaco
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Dessa forma, visando contornar a necessidade de sele¢do dos ISs,
avaliou-se a calibracdo por multiplos padrbes internos em ambas as versdes
(MISCis e MISCy). Os resultados obtidos foram comparados com a EC para

anélise de Gatorade e Monster conforme Figuras 5.8 e 5.9, respectivamente.

Vale ressaltar que tanto a padronizacédo interna quando o MISC néo
possibilitaram corrigir os aumentos de sinais observados para Sr (recuperagdes
acima de 200 %) e Na (recuperacao de 111 %) e por isso esses analitos ndo foram
representados. Acredita-se que o efeito matricial para Na esteja relacionado a
elevada concentracdo do analito nas amostras, o que faz com a concentracdo de

10 mg L* adicionada seja irrelevante frente ao total.

Considerando a amostra de Gatorade (Fig. 5.8), observa-se que o
MISC em ambas as versdes levou a uma melhora na recuperagdo para a maioria
dos analitos quando comparado com a calibracdo externa e, de forma geral,
MISCno proporcionou os melhores resultados, ou seja, com excecdo do P, as
recuperacdes encontraram-se na faixa de 90-110 % quando a estratégia foi

avaliada.

Um resultado similar foi observado para a analise do energético
Monster (Fig. 5.9). Com excecdo dos analitos B e Cr, MISC,s corrigiu os efeitos
matriciais para todos os analitos quando a EC foi ineficiente e, novamente,
MISCno apresentou as melhores recuperagdes e mostrou-se adequada para analise

de matrizes complexas.

Pode-se concluir que o MISC demonstrou ser uma alternativa para a
correcdo de efeitos matriciais mesmo em um método instrumental sequencial
como o MIP-OES. O emprego do MISC,s ndo foi adequado para alguns analitos
devido ao comportamento variado de cada IS individual e 0 uso das espécies
moleculares do plasma de nitrogénio € interessante, pois reduz o uso de padroes
e 0 tempo de preparo de amostra.
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FIGURA 5.8- Avaliacdo das estratégias de calibracdo EC, MISC;s e MISCol para analise de
Gatorade por MIP-OES.

160

I =C [ MISC,s [ IMIsC,,,

140

120

100

80

60

Recuperacao (%)

40

20

Al|As| B |Ca|Cd|Co|Cr|Cu|Fe| K [Mg|Mn| P |Pb| Si|Zn

FIGURA 5.9 - Avaliacdo das estratégias de calibracdo EC, MISCis e MISCmol para anélise
de Monster por MIP-OES.
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5.4.3 - Analise de bebidas isotdnicas e energéticas

A andlise elementar de diferentes marcas de isotbnicos e energéticos
foi realizada por SVDV ICP-OES empregando a estratégia de calibragdo MISCa,

e os resultados séo apresentados nas Tabelas 5.10 e 5.11, respectivamente.

Observa-se que as concentracdes dos analitos séo diferentes entre as
marcas de isotonicos e, em geral, as maiores concentracdes dos microelementos
foram encontradas no Body Armor (Al, B, Fe, Mn e Zn), enquanto 0s menores
valores foram observados no Gatorade sem adicéo de agucares. Os teores de Na e
K obtidos foram proximos aos valores rotulados pelos fabricantes (Tabela A7),
com excecédo do Body Armor. Ndo foram observadas grandes diferencas entre as

versdes com e sem aclcares para as marcas Gatorade e Powerade.

A concentracdo de Cr reportada em Body Armor esté abaixo do nivel
méaximo permitido em agua pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (100
ng L1 Além disso, esse isotdnico apresentou altos teores de K e Zn

comparativamente aos demais.

Quanto aos energéticos, também se observou uma composi¢do
variada entre as marcas e as maiores concentracdes de Na e K foram obtidas em
Monster e Rowdy, respectivamente. As concentracdes de Al variaram entre 26-
347 pg L e supde-se que esses teores estejam relacionados com a embalagem em
latas. Destaca-se que a Unica amostra cuja concentracdo de Co foi acima do limite
de deteccéo foi a 5-hours e se deve a presenca da vitamina B12 (cianocobalamina)

em sua composicao.

De modo geral, os elementos majoritariamente presentes nas bebidas
esportivas foram Ca, K, Mg, Na, P e Si e, apesar de uma concentra¢do de Na
aproximadamente 3 vezes maior para Rockstar sem adicéo de aclcares, ndo foram
observados valores tdo discrepantes entre as op¢des com e sem adicédo de agucares

para as marcas Monster e Red Bull.
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TABELA 5.10 - Concentracéo (ug L) dos elementos nas bebidas isotonicas (média + SD, n=3).

Elemento Gatorade Gatorade s/agucar Powerade Powerade s/agUcar BioSteel Body Armor
Al 108 (25) <LOD <LOD <LOD 185 (10) 189 (9)
As <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
B <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 231 (2)
Cat 13,2 (0,1) 5,3(0,1) 38,3(0,3) 56,5 (0,7) 179 (2) 32,3(0,4)
Cd <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Co <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 10 (1)
Cu <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Fe 14 (3) <LOD <LOD <LOD 70 (5) 237 (6)
K# 113 (4) 118 (4) 91 (3) 92 (3) 408 (1) 1317 (1)
Mg# 1,8(0,1) 0,54 (0,02) 7,94 (0,04) 13,5(0,1) 56,3 (0,6) 146 (2)
Mn 1,1(0,2) <LOD 3,8 (0,8) 1,3 (0,5) 7,1 (0,7) 402 (3)
Na¥ 411 (3) 407 (6) 387 (4) 401 (5) 411 (5) 58 (2)
p* 95 (1) 96 (1) 74,5 (0,5) 75,3 (0,9) <LOD 468 (6)
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Si* 3,12 (0,04) 1,18 (0,02) 2,05 (0,03) 2,32 (0,05) 2,93 (0,04) 4,75 (0,05)
Sr 37,1(0,4) 27,4 (0,3) 38,5(0,3) 59,5 (0,8) 87,7 (0,5) 46,6 (0,5)
Zn <LOD <LOD 41 (3) <LOD <LOD 14665 (156)

* Expresso em mg L™,

LODs foram reportados na Tabela 5.4.
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TABELA 5.11 - Concentracdo (ug L) dos elementos nas bebidas energéticas (média + SD, n=3).

Elemento  Monster Monster Red Bull  Red Bull Rockstar  Rockstar Rowdy Reign ~ Sunshine 5-hours
s/agUcar s/agUcar slagUcar
Al 71 (5) 26 (8) 204(9)  119(20) 178 (16) 347(29) 312(19) <LOD 293(9) 79 (22)
As <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
B 77 (3) <LOD 41 (2) 439 (6) <LOD <LOD <LOD <LOD 16(2) 7(2)
Cat 24,3(0,1) 5,4(0,1) 85 (1) 3,7(0,1) 74(0,1) 50(0,1) 11,0004 0,59 326 (5) 2,5
(0,01) 0,1)
Cd <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Co <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 407 (8)
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cu <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Fe 78 (5) <LOD 17 (2) 17 (3) 24 (3) <LOD 73(7) <LOD  43(22) <LOD
K# 248(0,5) 11,5(0,3) 43(0,1) 30 (1) 44 (2) 75 (3) 1435 (14) 135(5) 309 (4) 207 (5)
Mg# 3,6 (0,1) 0,20 196 (2) 217 (3) 0,40 0,45 75,1(0,6) 4,14 115(1) <LOD
(0,01) (0,04) (0,01) (0,04)
Mn 16,1 (0,5 3.9(03) 7.5(0,5 40(0,4) <LOD 56(0,8) 28(0,6) <LOD 13,8(0,5 38(1)
Na* 757 (8) 693 (4) 390 (5) 407 (6) 155 (2) 487 (4) 106 (1) 405 (4) 76 (1) 284 (7)
p* 1,24 <LOD 0,22 0,51 0,39 0,19 0,36 0,36 100 (2) 22,3
(0,03) (0,03) (0,03) (0,03) (0,03) (0,04) (0,05) (0,5)
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Pb <LOD <LOD <LOD

Sit 1,27 0,07 1,91

(0,03) (0,02) (0,02)
Sr 94 (1)  93(0,1) 599 (7)
Zn <LOD <LOD  <LOD

<LOD
0,44
(0,01)

12,6 (0,4)
<LOD

<LOD
0,88
(0,04)

18,3 (0,3)
<LOD

<LOD
0,37
(0,01)

<LOD
<LOD

<LOD
0,49
(0,04)

725 (0,4)
53 (4)

<LOD
0,23
(0,04)

<LOD
<LOD

<LOD
1,02
(0,02)

87 (1)
<LOD

<LOD
9,8
(0.2)

<LOD
<LOD

* Expresso em mg L.
LODs foram reportados na Tabela 5.4.
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5.5 - Conclusdes parciais

De modo geral, o plasma de argdnio apresentou uma maior robustez
para a analise de bebidas esportivas, enquanto supressdo ou aumento de sinal
foram observados para a maioria dos analitos em MIP-OES quando a calibracédo
externa foi empregada, 0 que ja era esperado devido a menor temperatura de

excitacdo do plasma.

Diferentes estratégias de calibracdo foram avaliadas e demonstrou-
se que a calibracdo por multiplos padrdes internos (MISC) é uma estratégia
simples e atrativa para a correcdo de efeitos matriciais em meétodos instrumentais
com plasma induzido, permitindo a determinacao de macro e microelementos para
a analise de isotbnicos e energéticos com valores adequados de limites de
deteccéo e exatiddo. A estratégia tambem se apresentou como uma alternativa ao
uso da padronizacéo interna, pois dispensa a necessidade de selecdo do melhor IS
e permite o0 uso de diferentes espécies presentes no proprio plasma, tais como

linhas de Ar em ICP-OES e espécies moleculares em MIP-OES.
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CAPITULO 6 -

Consideracoes finais




CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho demonstraram-se os desafios e as estratégias para o
emprego da calibracdo por padronizacdo interna para andlise de matrizes
complexas, sejam aquelas com elevados teores de elementos facilmente
ionizaveis e/ou carbono em métodos instrumentais com plasma induzido.
Critérios reportados na literatura para a escolha do IS foram avaliados, como por
exemplo a similaridade entre as propriedades fisico-quimicas do par analito/IS, o

uso de constituintes do plasma e os experimentos de adi¢éo e recuperacao.

A MIP-OES apresenta algumas vantagens como simplicidade
operacional, baixo custo e capacidade multielementar. Apesar da menor
temperatura de excitacdo do plasma e da natureza sequencial, o método
apresentou precisdo e exatiddo adequadas para a analise de urina quando a
padronizacédo interna juntamente com a diluicdo da amostra foi empregada. Os
efeitos matriciais observados estavam relacionados a diferentes fatores como
alteracOes nas etapas de nebulizacéo, transporte e processos energéticos no plasma
e foram causados pelas altas concentracdes de EIEs e ureia. Para o menor nivel
de diluicdo, observaram-se efeitos antagdnicos que causaram aumento e supressao
de sinal e nenhum IS testado foi capaz de corrigir os efeitos matriciais para todos
os analitos. Entretanto, foi possivel o0 uso de um Unico padrao interno desde que
considerado o fator de diluicéo, i.e, Ge, Rh ou Sc para a dilui¢do de 20 vezes e a
especie molecular N,* para a urina diluida 200 vezes. Contudo, elevados fatores
de diluicdo causardo dificuldades para a determinacgéo de elementos presentes em

baixas concentraces.

Os efeitos da introducdo de compostos organicos também foram
avaliados em MIP-OES e dependem da concentracdo e da fonte de carbono
utilizada. O etanol, por exemplo, foi responsavel principalmente por mudancas na
geracdo e transporte dos aerossais devido a menor tensao superficial e volatilidade
em relacdo a solucdo aquosa, enquanto o acido oxalico promoveu alteragdes
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energéticas no plasma, como reacdes de transferéncia de carga entre o analito e o
C*. Apesar de alguns analitos e ISs apresentarem propriedades fisico-quimicas
similares, destaca-se a eficiéncia de Bi como IS para Pb em etanol, essa relacdo
nem sempre foi valida. Os elementos Ge | (265,117 nm), Bi | (223,061 nm) e a
espécie molecular OH foram eficientes para a correcdo de efeitos sobre todos 0s
analitos quando a concentracgdo de etanol foi superior a 1 % m v1. Esse resultado

é interessante e novamente demonstra a aplicacéo efetiva de espécies moleculares.

A anélise de isotonicos e energéticos foi avaliada em ICP-OES e
MIP-OES e observou-se que o ICP-OES foi o metodo instrumental mais sensivel
e robusto, pois apenas Si, Pb e Zn apresentaram supressao dos sinais analiticos.
Por sua vez, o MIP-OES apresentou maior propenséo aos efeitos matriciais, o que
foi contornado pelo uso de estratégias de calibracdo apropriadas. A padronizacao
interna foi eficientemente empregada, no entanto, seu sucesso dependeu da
escolha adequada do IS para cada analito e respectivo método instrumental. Essa

escolha foi realizada com base nos dados de recuperacéo.

A calibracdo por maltiplos padrdes internos (MISC), recentemente
proposta para ICP-OES!?4, demonstrou ser uma estratégia simples para corregéo
dos efeitos matriciais em plasma de nitrogénio. O MISC emprega varios padrdes
internos e apenas uma solucéo de calibracdo e, portanto, dispensa a necessidade
de identificar qual o melhor IS. Resultados satisfatorios também foram obtidos
quando espécies presentes no plasma foram usadas para a construcdo da curva
analitica de calibracéo e a estratégia se mostrou como uma alternativa eficiente
para 0 uso da padronizacdo interna em métodos instrumentais com plasma

induzido.
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APENDICE




TABELA A1l - Comparagéo entre as inclinages obtidas em meio aquoso (0,14 mol L™ HNO3)
e em urina diluida 2 vezes sem e com IS.

. Sem IS IS selecionado
Analito Matriz Inclinagéo + Inclinacéo +
A (nm) D r IS D r
+ +
A 396,152 (1) Aquoso  18307%145 09997 - 223%003 0,9988
Urina  27668+307  0.9994 2214001 0,9998
ps 228,812 (1) Aquoso 9153 £ 72 09997 ., 02800004 0,998
Urina 6859 + 22 0,999 027840003 09995
+ +
52 455,403 (1) Aquoso 2324432307 09995 . 71%0.1 0,9991
Urina 1612224443  0.9999 6,53 + 0,05 0,9997
+ +
56 234861 (1) Aquoso  155800% 1217 0,097 477002 0,9999
Urina  110298+741 09998 4,47 + 0,02 0,9999
+ + -4
i 472,255 (1) Aquoso 921 09994 . 00087%1x10* 0,9986
Urina 12042 0,9989 0,00883 + 9x10° 09995
+ +
cd 228,802 () Aquoso 1010766 09998 ) 031220003 09995
Urina 6001 + 23 0,999 0243+0003 09994
+ - -
Co 240,725 (1) Aq.uoso 3518 £ 56 0,9987 i
Urina 3569 + 69 0,9981 i i
+ +
or 357,820 () Aquoso 236353203 00996 . 621005 0,9997
Urina  36746+365 09995 6,13+ 004 0,9998
Cu 324,754 (1) Aquoso 81413868 09994 i i
Urina 739124299  0.9999 i i
. Aquoso 343393 +2105 0,9998 90,2407 0,9997
Li670,784 (1) Urina 509191 +5430 09994 RN 849105 0.9998
Aquoso 491 + 3 0.9998 00598 « 7x10* 09993
Pb 363,957 (1) Urina  727+5 09997 % 00581 +7x10% 09997
Aquoso 933+ 22 0,9973 - -
Sb 217,581 (1) Urina  614+15 09971 i i

I- Linha atbmica, 11- Linha ibnica.
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TABELA A2 - Comparagéo entre as inclinagdes obtidas em meio aquoso (0,14 mol L™t HNOs) e

em urina diluida 20 vezes sem e com IS.

Analito Sem IS IS selecionado
Vatr S 1> se

A(nm) atriz IncllgaDgao + ; IS IncllgaDq;ao + ;

A 396,152 (1) Aquoso  7011£200 09959 i i

' Urina 8362 + 89 0,9994 - -

A5 228,812 () Aquoso  6422+100 09988 i i

’ Urina 7449 + 52 0,9998 - -
52 455,403 (1) Aquoso 1278904081 09949 . 219%03 0,9993
Urina  148186+974  0,9998 20,702 0,9997
56 234861 () Aquoso 1047662107 09978 = 532 0,9908
Urina 13353840955  0,9997 55,0 + 0,4 0,9997
i 472.255 () Aquoso 482 09970 0008400001 09984
Urina  70+2 0,9974 0,0089 + 00002 0.9978
Aquoso 89349 +1956  0,9976 2.71 + 0,09 0,9948

Ca 396,847 (1) _ No*

Urina 103552+ 1757 0,9986 313+ 0,07 0,9978

Cd 228,802 (1) Aguoso 6894 + 169 0,9970 ] - -

’ Urina 8200 + 62 0,9997 - -
Co 240,725 (1) Aquoso 1740+ 48 09961 030001 0,9914
Urina 2428+ 30 0,9993 0,311+0004 09993
or 357,820 () Aquoso 9024 392 09907 158004 0,9970
Urina 1146466 0,998 147 + 0,01 0,9999
Cu 324,754 (I) Aquoso  37701%1365 09935 .  65%01 0,9987
Urina  46277+410  0,9996 6,47 + 0,06 0,9995
. Aquoso 155220 +4327 09961 ... 47402 0,9934
Li 670,784 (1) Urina 193700+ 1292 09998 N2 479+ 0,04 0.9997
Aquoso 1283 + 59 0.9394 0.22 + 0,01 0.9970
Mg 383,829 (1) Urina 1661 + 37 09975 ¢ (0213£0005  0.9978
Aquoso 26754 +568  0.9978 151 + 0,03 0.9936
Mg 280,271 (I1) Urina  33663+733 009976 ' 1494%0.03 0.9973
Aquoso 214 +13 0.9814 00372+ 00004 0.9995
Pb 363,957 (1) Urina 309+ 4 09991 °C (00396+00005 0.9993

Aquoso 380+ 11 0,9955 - -

Sb 217,581 (1) Urina 43149 09980 i i

I- Linha atdbmica, 11- Linha idnica.
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TABELA A3 - Comparagéo entre as inclinages obtidas em meio aquoso (0,14 mol L™ HNO3)
e em urina diluida 200 vezes sem e com IS.

. Sem IS IS selecionado
Analito Matriz Inclinagéo + Inclinagdo +
A (nm) SD r 1S SD r
+ 8 + 7
Al 396,152 (1) Aquoso 15958511 09959 L 6x10°24x107 0,991
Urina 14204 + 83 0,0998 5x10° + 5x10°  0.9997
A5 228,812 () Aquoso 10315119 0,9993 _ i i
Urina 10058 + 42 0,9999 i i
+ - -
52 455,403 (1) Aquoso 2223632682 0,9993 _
Urina  210915+886  0,9999 i i
+ - -
Be 234,861 (I) Aq.uoso 174695 + 2546  0,9989 ]
Urina 172114+ 1358  0,9997 i i
Bi 472,255 (1) Aq_uoso 116 £+ 3 0,9968 ) - -
Urina 105+1 0,9992 - -
Aquoso 141751 +£2034  0,9990 - -
Ca 396,847 (1) Urina 130571+ 1605 0,9992 ) ; ;
+ - -
04 228,802 () Aquoso 10428193 0,983 _
Urina 10180 + 71 0,9998 - -
+ - -
Co 240,725 (1) Aq.uoso 3669 + 95 0,9967 ]
Urina 3533+ 25 0,0998 i i
or 357,820 () Aquoso 266761751 09789 | . Ox10°£5x10" 09826
Urina 22317 + 121 0,9999 9x108 + 9x10° 0,9994
Cu 324,754 (1) Aquoso 80269%1521 09982 . 3x10°%4x10  0,9991
Urina 74700580  0,9997 2 3x10°+3x107  0,9993
. Aquoso 265088 + 6520  0,9970 ] i
Li 670,784 (1) Urina 245305+ 1036 09999 - i i
Aquoso 2765 + 103 0.9931 . Ox107+3x10°  0,9949
Mg 383,829 (1) Urina 2435+ 17 09997 N7 9107+ 1x10°  0.9991
Aquoso 39698 +573  0.9990 i i
Mg 280,271 (1) Urina 39945+ 287 09997 - i i
AQUOSO 586 + 22 0.9930 . 2x107+6x10°  0,0944
Pb 363,957 (1) Urina 53447 09992 N7 50107 £4x10° 09984
Aquoso 657 + 10 0,9989 - -
Sb 217,581 (1) Urina  629+7 0,9994 i - -

I- Linha atdbmica, 11- Linha idnica
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TABELA A4 - Valores de energia total para cada linha de emissdo empregada na andlise de
urina.

Elemento Linha de E exc (€V) E ion (€V) Eam' (V)
emissao (nm)

Ba 455,403 2,72 521 7,93

Linhas Ca 396,847 3,12 6,11 9,23
ibnicas Mg 280,271 4,42 7,65 12,07
Al 396,152 3,13 - 3,13

As 228,812 5,42 - 5,42

Be 234,861 5,28 - 5,28

Bi 472,255 2,63 - 2,63

Cd 228,802 5,42 - 5,42

Co 240,725 5,15 - 5,15

Linhas Cr 357,820 3,46 - 3,46
atbmicas Cu 324,754 3,82 - 3,82
Li 670,784 1,85 - 1,85

Mg 383,829 3,23 - 3,23

Pb 363,957 3,40 - 3,40

Sb 217,581 5,70 - 5,70

tEsum= Eexcitagio + Eionizacéo
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TABELA A5 - Propriedades fisico-quimicas de etanol e agua (modificado de LECLERCQ et
al.®).

Solvente Tenséo Viscosidade Densidade Volatilidade Energia de
superficial em25°C em20°C dissociacao
em 25 °C (mPas) (gmL™?) em 25 °C
(MmN m™) Tempergtlfra Taxa de~ (kJ mol™)

de ebulicdo  evaporacéao
(°C) (um® s
Etanol 21,97 1,074 0,7893 78,3 45,6 3472
Agua 71,99 0,890 0,9982 100,0 13,1 860

TABELA A6- Elementos e valores de energia para as linhas de emissdo selecionadas para
andlise de compostos organicos por MIP-OES.

Elemento A (nm) E exc (V) E ion (€V) E am' (V)

Ca 396,847 3,12 6,11 9,23

Linhas Fe 259,940 4,77 7,90 12,67
ibnicas Mg 279,553 4,43 7,65 12,08
Al 396,152 3,13 - 3,13

As 234,984 5,27 - 5,27

Ca 422,673 2,93 - 2,93

Linhas Cd 228,802 5,41 - 5,41
atdmicas Cu 324,754 3,82 - 3,82
Hg 253,652 4,89 - 4,89

Mg 285,213 4,34 - 4,34

P 213,618 5,80 - 5,80

Pb 217,000 5,71 - 5,71

fEsumz Eexc + Eion
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TABELA A7 - Composic¢do dos isotdnicos e energéticos segundo os fabricantes.

Energético Volume Embalagem AcUcares AcUcares Na Conc. Na Cafeina Conc. Cafeina
(mL) () (% mv) (mg) (mg L) (mg) (mg L)
Monster 473 Lata 58 12 370 782 160 338
Monster s/acticar 473 Lata 6,0 13 370 782 140 296
Red Bull 355 Lata 11 12 150 423 114 321
Red Bull s/agticar 355 Lata 3,0 0,85 150 423 114 321
Rockstar 473 Lata 63 13 70 148 160 338
Rockstar s/acticar 473 Lata 1,0 0,21 240 507 160 338
Rowdy s/agtcar 473 Lata 2,0 0,42 50 106 160 338
Reign s/agUcar 473 Lata 3,0 0,63 220 465 300 634
Sunshine 355 Lata 15 4.2 45 127 70 197
5-hours s/agticar 57 Plastico 1,8 3,2 15 263 200 3509
Isotbnico Volume Embalagem Aculcares Acucares Na Conc. Na K Conc. K
(mL) () (% mv) (mg) (mg L) (mg) (mg L)
Gatorade 946 Plastico 58 6,1 440 465 120 127
Gatorade s/aguicar 828 Plastico 2,0 0,24 370 447 110 133
Powerade 828 Plastico 21 5,8 150 417 35 97
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Powerade s/acicar 828 Plastico 1,0 0,28 150 417 35 97
Body Armor 473 Plastico 28 5,9 40 85 700 1480
BioSteel s/agticar 500  TetraPak® 1,0 0,20 230 460 231 462
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