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RESUMO

Esta tese relata o uso de espectrometros de absorcao atdbmica de alta resolugao
com fonte continua para a determinacdo de iodo através da espectrometria de
absorgao molecular. O presente trabalho conta com a revisdo bibliografica sobre
técnicas classicas e atuais para a determinacao de iodo, a identificacdo das bandas
de absorgcédo de moléculas diatdbmicas de iodo realizada utilizando um espectrografo
Echelle simultdneo molecular e também o estudo das melhores regides espectrais
para o monitoramento dessas moléculas utilizando um espectréometro de absorcao
atdbmica de alta resolugdo com fonte continua, com suas condi¢cdes otimizadas para
as moléculas Cal, Srl, Bal e Inl. Dentre estas condicdes esta o uso de iridio como
modificador permanente para as moléculas Cal e Srl, o uso de platina para a
molécula Bal e o uso de tungsténio para molécula Inl. Para os modificadores
selecionados, as temperaturas de pirdlise/vaporizacdo foram, respectivamente, de
1100 °C / 2400 °C para Cal, 1200 °C / 2200 °C para Srl, 1300 °C/ 2200 °C para Bal
e 300 °C / 1300 °C para Inl. Os métodos desenvolvidos foram aplicados em
amostras de farmacos e suplementos, sendo que os limites de deteccéo absolutos
para os métodos variaram entre 20 ng para a molécula Srl a 60 ng para a molécula
Bal. Os métodos descritos foram validados, com base na RDC 166/2017 da ANVISA

para validagdo de métodos para farmacos e medicamentos.



ABSTRACT

This thesis reports the use of high-resolution continuum source atomic
absorption spectrometers for the determination of iodine via molecular absorption
spectrometry. The present work includes a bibliographic review on classic and
current techniques for the determination of iodine, the identification of the bands of
absorption of diatomic molecules of iodine performed by molecular simultaneous
Echelle spectrograph and also the study of the best spectral regions for the
monitoring of these molecules using a high-resolution continuum source atomic
spectrometer, with its conditions optimized for Cal, Srl, Bal and Inl molecules.
Among these conditions, is the use of iridium as a permanent modifier for the Cal
and Srl molecules, the use of platinum for the Bal molecule and the use of tungsten
for the Inl molecule. For the selected permanent modifiers, the pyrolysis
temperatures were, respectively, 1100 °C / 2400 °C for Cal, 1200 °C / 2200 °C for
Srl, 1300 °C / 2200 °C for Bal and 300 °C / 1300 °C for Inl. The developed methods
were applied to drug and supplement samples, and the absolute limits of detection
for the methods ranged from 20 ng to 60 ng. The described methods were validated,
based on RDC 166/2017 of ANIVSA legislation for method validation applied to drugs

and medicines.
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1 JUSTIFICATIVA

Adeterminagéo direta de halogénios por espectrometria de absorgao atbmica
convencional ndo é possivel, pois as linhas de ressonancia destes elementos
encontram-se abaixo de 190 nm, na regido do ultravioleta de vacuo. Uma vez que
o oxigénio atmosférico tem bandas de absorgdo nesta mesma regido, torna a
analise suscetivel a limitagcdes instrumentais, sendo necessario um instrumento com
sistema de purga, indisponivel comercialmente'. Como alternativa para as linhas de
ressonancia, é possivel fazer a determinacéo indireta por meio do monitoramento
das bandas de absorgdo de moléculas diatdmicas formadas pelo halogénio a ser
estudado e um reagente formador, geralmente um elemento metélico, adicionado
em excesso. A molécula diatbmica, formada na fase gasosa, tem a capacidade de
absorver radiagdo na regiao ultravioleta e visivel do espectro eletromagnético e,
assim como a absorvancia de atomos, esta diretamente relacionada a concentragao

da mesma, obedecendo a lei de Lambert-Beer?.

Entre os anos de 1980 e 1990, alguns pesquisadores propuseram o uso de
instrumentos para espectrometria de absor¢cdo atébmica equipados com fonte de
linha (LS-AAS), utilizando comprimentos de onda coincidentes as bandas de
absor¢do de moléculas diatbmicas para a determinagdo de nao metais como
enxofre, fésforo e halogénios3. Contudo, este método estava sujeito a interferéncias,
uma vez que a vizinhanga espectral era desconhecida e os sistemas de corregao
de fundo nédo se mostravam adequados. Além disto, o sistema de monocromador
de baixa resolugao (com resolugao espectral em torno de 0,1 nm) dos instrumentos
LS-AAS nao eram capazes de separar corretamente a estrutura fina das bandas de

absor¢gdo molecular.

Com o advento dos espectrdmetros de alta resolugdo com fonte continua
(HR-CS AAS), a determinacao de halogénios via moléculas diatdmicas se tornou
possivel devido ao sistema de duplo monocromador (resolugdo maior que 2

pm/pixel) capaz de promover uma melhor separagao das linhas de absorg¢ao; uma
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lampada de arco curto de xendnio capaz de emitir um continuo espectral de alta
intensidade entre 190 nm a 890 nm; e um detector de dispositivo de carga acoplada
(CCD) que permite a visualizag&o da vizinhanga espectral através de um espectro

tridimensional em fungéo do tempo, da absorvancia e do comprimento de onda “.

Essas caracteristicas instrumentais tornaram a determinagéo dos halogénios
possivel, atingindo baixos valores de limite de detec¢do (LOD) e quantificagdo
(LOQ) quando comparados com técnicas eletroquimicas ou métodos classicos >°.
Atualmente, varios artigos descrevem métodos para a determinagao indireta via
espectrometria molecular de fluor, cloro e bromo utilizando diferentes metais como
reagentes formadores capazes de formar moléculas diatbmicas com o halogénio
em altas temperaturas, fornecidas por um atomizador eletrotérmico (HR-GF MAS)

ou de chama?.

Embora sejam reportados diversos métodos para a determinagao de fluor,
cloro e bromo por HR-GF MAS 3, ndo ha um numero expressivo de publicagdes
sobre a determinacao de iodo utilizando esta técnica. A razdo da dificuldade
encontra-se na baixa energia de dissociagao das moléculas diatbmicas formadas
por este halogénio, menores que 500 kJ mol', o que torna a molécula instavel em
temperaturas altas em termos de pirdlise/vaporizagdo comparadas com o0s
programas de temperaturas aplicados para outros halogénios por HR-GF MAS. A
presenca de outros halogénios leva a competi¢cao pelo reagente formador e acarreta
em uma reducao relevante da sensibilidade, dificultando a calibragdao externa ou,
em casos em que a presencga de outros halogénios é mais acentuada, impedindo a

prépria geragédo da molécula "8,

Algumas moléculas, apesar da baixa energia de dissociacdo, apresentam
certa estabilidade térmica °. Huang et al. '© publicaram um trabalho no qual
descrevem a determinacado de iodo via Bal por HR-GF MAS em medicamentos.
Além do estudo de diversos comprimentos de onda para o monitoramento desta
molécula e estudos sobre o uso de modificadores permanentes. Uma outra
publicacdo de Zannata et al.” descreve o uso das moléculas Srl e Cal para a
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determinacao de iodo em medicamentos, utilizando a mistura de paladio e magnésio
como modificador quimico em solucédo. Até o presente momento, estes sao os dois

Unicos trabalhos utilizando HR-GF MAS para a determinacao de iodo.

A tese apresentada neste documento descreve os estudos realizados sobre
as moléculas diatébmicas Cal, Srl, Bal e Inl, suas principais regides de absorgéo,
seu comportamento térmico na presenga de modificadores permanentes e as
melhores condigbes de temperaturas e concentracdo do reagente formador.
Também s&o descritos um estudo da influéncia de outros halogénios como
interferentes, os parametros de mérito obtidos para cada molécula e a determinacéao
de iodo em suplemento e farmaco, utilizando apenas a diluigdo em 1-propanol via
Cal, Srl, Bal e Inl.

Como parte deste documento, encontra-se em anexo os artigos publicados
em periddicos cientificos durante o periodo compreendido entre 2016 e 2020
(Anexos | a IX), os titulos dos projetos em andamento (Anexo X), além do relatério
final do doutorado sanduiche, que trata sobre cinco projetos executados na
University of Aberdeen durante periodo de junho de 2018 a dezembro de 2018
(Anexo XI). Estes projetos descrevem a utilizagcado de diferentes técnicas analiticas,
combinadas ou nado, para a determinagdo de metais, halogénios e
organohalogenados em diferentes amostras ambientais. “Resultados obtidos no
periodo do estagio probatério foram anexados a tese na forma do relatério final
apresentado ao CNPq. Todos os trabalhos desenvolvidos no “periodo sanduiche”
foram obtidos em colaboragdo com outros pesquisadores, estes resultados foram
associados e usados por outros autores e ndo foram considerados como resultados
diretos desta tese de doutorado mas sim como trabalhos cientificos que

corroboraram com a experiéncia adquirida no doutoramento desta proponente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Métodos para a determinagao de iodo

O iodo é um elemento de baixa abundancia no meio ambiente, sendo apenas
0,000061% da composicao da crosta terrestre’, além de ser distribuido de forma
muito heterogénea, uma vez que a maior parte de sua massa se encontra no
oceano. O ciclo do iodo inicia-se quando o iodeto ao oxidar forma iodo elementar,
espécie volatil que evapora para a atmosfera e volta ao solo quando ha precipitacao,
finalizando o ciclo '. Porém, em areas nao litoraneas, esse ciclo ndo é suficiente
para suprir as necessidades nutricionais dos seres humanos, sendo necessaria a

suplementacgao.

Das formas mais comuns de se suplementar iodo, esta o sal iodado e os
Oleos iodados 2. Além destes alimentos enriquecidos, pées, ovos, peixes, leites e
derivados também sio excelentes formas de ingestdo desse mineral essencial 3. A
suplementacgao por forma de comprimidos e tabletes também é eficiente e popular,
com diversas marcas disponiveis no mercado brasileiro e também no exterior, que
vao desde complexos multivitaminicos contendo o mineral até a capsulas com

iodeto de potassio em 6leo vegetal.

Para garantir que boa parte da populagao brasileira consiga suprir os 150 ug
de iodo por dia, indicado para adultos "4, no Brasil, o sal é o alimento escolhido para
receber a iodacao (operagao de enriquecimento com iodato de potassio), pois € um
alimento barato, de facil acesso e uma vez enriquecido, provém quantidades de
consumo compativeis com as necessidades diarias de iodo. A ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) estabelece a obrigatoriedade da iodagéo do sal
comercializado para consumo humano entre 15 mg kg~' a 45 mg kg™ a fim de se
evitar os maleficios de uma ingestdo de quantidades diarias insuficientes deste
mineral. A iodagao do sal € de extrema importancia, pois a populagao brasileira
distribuida n&o apenas no litoral, mas em toda sua porgao continental, embora com

menor densidade demografica '°.
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O déficit de iodo no organismo pode causar problemas hormonais ligados a
tireoide como hipotireoidismo e bocio ', em gestantes pode ocasionar nascimentos
prematuros, abortos e ma formacao fetal 2. A falta deste mineral também pode
causar perda de memoria, descamacgéao na pele, alteragado no gosto e odor da saliva
16, A falta de iodo no organismo normalmente n&o é identificada em individuos, ja
que nado ha uma forma de medir, diretamente, se a quantidade no organismo é
suficiente 4. A estratégia adotada por 6rgdos governamentais ligados a salde
publica é analisar uma populacéo, observando e medindo os niveis de iodo na urina,
associado a concentracdo de creatinina 7. Para seres humanos saudaveis, este

valor deve estar acima de 100 yg L-! ou 150 ug L' para gestantes '4.

Em geral, dos métodos analiticos classicos para a determinagao de iodo, o
mais simples envolve a titulagdo colorimétrica '8, apresentando faixas de trabalho
entre 2 mg L' a 20 mg L". Métodos cataliticos associados a fotometria, uma vez
que o iodo forma complexos coloridos '%2° também foram amplamente empregados
em laboratérios de rotina. Por muitos anos estes métodos cataliticos foram
considerados o “estado-da-arte”, por conseguir detectar e quantificar concentragées
relativamente baixas de iodo quando comparados aos de titulagao colorimétrica.
Porém, estes métodos exigem diversos reagentes, alguns bastante toxicos, o que
torna a andlise laboriosa, perigosa e passivel de contaminagdo. Com a evolugéo
das técnicas de analise instrumental, outros métodos foram sendo desenvolvidos
para a determinagéo de iodo, como a utilizagédo de eletrodo seletivo 2! e a andlise
por ativagdo de néutrons ?2. Estes métodos embora alcancem limites de detecgéo

considerados baixos, sdo altamente suscetiveis a interferéncias.

Clinicamente, os métodos para a determinacdo de iodo na urina sdo a
digestao acida seguida de titulacdo colorimétrica. A reacao de Sandell-Koltoff que
utiliza uma digestao acida branda seguida de uma reducéo catalitica de sulfato de
amonio e cério na presenca de acido arsénico, embora utilize reagentes de alta
toxicidade, apresenta alta sensibilidade para um método colorimétrico, e foi

amplamente utilizada em diversos estudos sobre a concentragdo de iodo na urina.
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Hoje, laboratérios mais modernos utilizam a técnica de ICP-MS para o estudo de

grandes populagdes 7.

As técnicas de cromatografia idbnica e ICP-MS sao atualmente o estado-da-
arte no que diz respeito a determinagdo de iodo. Bichsel et al.?®> empregaram a
cromatografia iGnica com reagdo em pods-coluna e detecgdo por UV-VIS para a
determinacdo de iodeto e iodato em agua mineral, alcangando um limite de
detecgédo de 0,1 ug L. Ja para ICP-MS, Todorov et al. 2 alcangaram limites de
quantificagéo de 36 ng g’ na determinagéo de iodo em alimentos e Mesko et al.?®
conseguiram alcancar limites de detecgdo de 2 ng g™ utilizando como técnica de
preparo de amostra a combustao induzida por micro-ondas. Embora os limites de
deteccao e quantificagao alcangados por cromatografia idbnica sejam baixos quando
comparada a outras técnicas classicas e instrumentais, assim como os baixos
custos de operacao e aquisicdo deste instrumento, quando comparados aos
instrumentos de ICP-MS, esta técnica geralmente exigem um preparo de amostra

laborioso e baixa robustez?3.

Os limites de deteccdo e quantificacdo dos métodos desenvolvidos para a
determinacao de iodo por ICP-MS sao considerados baixos quando comparados
com outras técnicas para a determinacdo deste elemento. Porém, a técnica
apresenta algumas limitagbes. O principal preparo de amostras utilizado em
conjunto com ICP-MS, a digestao assistida por micro-ondas, néo pode ser utilizada
para a determinagdo de halogénios, uma vez que em meio acido e em altas
temperaturas, ha a formacao de HX (X = F, CI, Br, ), volatil, ocorrendo a perda do
analito. Outra desvantagem encontra-se no preco operacional e de aquisicao dos
instrumentos de ICP-MS. Uma alternativa a instrumentacéao de ICP-MS ¢é o uso de
espectrometros de absorgédo atdbmica para o monitoramento indireto de halogénios,
pela técnica de HR-MAS.

Comparando os resultados obtidos através destas duas técnicas, podemos
citar os trabalhos de Jamari et al?® e Ozbek et al.?’. Jamari et al. utilizaram a
molécula de BaF para a determinacao indireta de fluor, uma vez que a alta energia
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de ionizacdo deste elemento ndo permite seu monitoramento utilizando uma razao
massa/carga positiva. Ja a molécula BaF gerada no plasma ¢é ionizada de forma
mais eficaz. Porém, a populacao destas moléculas € baixa, de forma que o limite de
deteccao e quantificagdo alcangados sao altos quando comparado aos resultados
obtidos para outros elementos em ICP-MS; aproximadamente 500 ug L. Ozbek et
al?” usaram as bandas de absorgdo molecular de CaF para quantificar flior em
leite por HR-GF MAS, com LOD absoluto de 26 pg L.

Gois et al. 2 compararam as técnicas HR-GF MAS e espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado e ablagéo a laser (LA-ICP-MS) para a
determinacdo de bromo, por meio da analise direta de sélidos em amostras de
polimeros. Os LODs alcangados por HR-GF MAS foram 10 vezes menores dos que
os obtidos por LA-ICP-MS.

Pereira et al. 2° desenvolveram um método simples para a determinagéo de
cloro em amostras de 6leo de peixe via SrCl, obtendo LOD de 0,9 ug g, enquanto
Antes et al.?0 utilizaram a vaporizacdo eletrotérmica acoplada a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado para a analise direta de coque de
petréleo, alcangando limites de detecgdo de 3,5 ug g'. Embora sejam amostras
diferentes, ambas podem ser comparadas pois possuem matriz viscosa e de dificil

eliminacao.

A comparagao entre as técnicas de HR-MAS e ICP-MS é interessante pelo
fato que estas instrumentacbes sdo normalmente sdo apontadas como
“concorrentes”, uma vez que estas sdo atualmente duas das principais técnicas para
a determinagao de metais e metaloides. O desenvolvimento de métodos para a
determinacdo de halogénios fez parte do caminho destas técnicas no meio
cientifico, na busca de uma instrumentacédo capaz de ser aplicada em uma maior
extensao da tabela periddica. Porém a técnica de ICP-MS com plasma de argénio
apresenta dificuldade quanto a determinagao de halogénios (principalmente fluor),
pois o plasma nao possui energia o suficiente para produzir ions positivos destes

elementos em abundancia 3'.
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2.2 Espectrometria de absor¢cdao molecular de alta resolugao com fonte

continua

Espectrometros de absorgcdo atdbmica sido instrumentos comercialmente
disponivel desde a década de 50, com centenas de publicacdes acerca de métodos
para a maioria dos metais e metaloides’. Desde o principio da técnica, os
espectrdmetros contam com uma fonte de radiagdo; um atomizador, que produzira
a nuvem atdmica; um sistema de monocromador, que ira separar o comprimento de
onda a ser monitorado dos demais; e um sistema de deteccdo. A razdo entre a
radiagao transmitida e a radiacdo incidida sob a amostra é chamada de
transmitancia, cuja relagdo logaritmica (absorvancia) € a medida associada a

concentragcido do analito na amostra, de acordo com a lei de Lambert-Beer.

O fundamento tedrico da técnica vem do principio de que atomos no estado
fundamental, em sua forma gasosa, absorvem radiagdo em comprimentos de onda
discretos, referentes a natureza do elemento e da transicao eletronica referente a
esta absorcdo. O espectro de emissao/absorcado de um elemento esta
intrinsecamente ligado a sua estrutura eletrénica, podendo ter transi¢des permitidas
e espectros que abrangem varios pontos da regiao do UV-VIS (Figura 1). Dentre as
transicoes permitidas, as que relacionam o estado fundamental ao préximo estado
de mais baixa energia, sdo chamadas de “linhas de ressonancia’, sendo
comumente as de maior intensidade, uma vez que € a transi¢ao que ocorre mais
facilmente devido a grande populacédo de atomos no estado fundamental e a baixa

energia necessaria para que a transicdo aconteca.
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Figura 1 Tabela periddica dos elementos e os respectivos espectros na regiao

visivel resumidos de emissdo. Adaptado de tabelaperiddica.org®?.

A maioria dos metais e metaloides possuem suas linhas de ressonancia na
regiao do UV-VIS. Porém, alguns elementos possuem limitacbes quanto a
disponibilidade de linhas de ressonancia na regido do UV-VIS, como os halogénios,
qgue tém suas linhas de ressonancia na regido do UV de vacuo. Como discutido
anteriormente, essas linhas sofrem forte influéncia das moléculas de oxigénio, que
absorvem radiacdo nesta regido, impedindo a determinagao direta devido a
limitagbes instrumentais, uma vez que nao é possivel purgar estas moléculas ou
corrigir esta absorgao concomitante. As demais linhas de absor¢ao dos halogénios,
na regiao do UV-VIS possuem baixa intensidade, impossibilitando o monitoramento

de uma linha secundaria.

A utilizacdo das bandas referentes a transicoes rotacionais de moléculas
diatbmicas tornou possivel para a determinagao indireta de elementos como
enxofre, fosforo e halogénios utilizando espectrémetros de absor¢ao atébmica. Os

primeiros trabalhos surgiram na década de 80, com os trabalhos de Dittrich et al.3
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apresentando o uso de equipamentos LS-AAS para a quantificagdo indireta de
halogénios pelo monitoramento de moléculas diatdmicas através de algumas
poucas linhas de emissao de elementos metalicos que coincidiam com as bandas
de absorgdo das moléculas estudadas #3*. Embora de carater bastante inovador, o
fato de usar linhas de emissdo coincidentes, e ndo as de maior intensidade, ou
mesmo as regides com menor risco de interferéncias, tornava a técnica de dificil

execugao “.

O uso dos espectrometros de absorcao atdmica de alta resolugdo com fonte
continua, no comeco dos anos 2000 possibilitou a real aplicabilidade da
espectrometria de absorgdo molecular (HR-MAS) 3, uma vez que estes instrumentos
possuem uma fonte de radiagcao que emite um continuo espectral de 190 nm 890
nm, um sistema de duplo monocromador capaz de fornecer uma alta resolugéo (>
2 pm) e um detector CCD capaz de fornecer uma visao tridimensional da vizinhanga
espectral 4, é possivel através da adigdo de um reagente formador, gerar uma
molécula diatdmica com o analito 2. Das vantagens da técnica, destaca-se o baixo
custo operacional e de aquisicdo de instrumentos de HR-CS AAS, quando
comparados a instrumentos de ICP-MS e ICP OES; a robustez instrumental; a
capacidade de analise com o minimo de preparo da amostra; e a alta frequéncia
analitica, principalmente quando comparado a métodos cromatograficos. Os limites
de deteccao e quantificagdo para a maioria dos analitos determinados por HR-MAS

sdo comparaveis com os alcangados em ICP OES 43536,

Os instrumentos de HR-CS AAS apresentam algumas possibilidades
interessantes, como a determinagcdo da maioria dos metais e metaloides; a
combinagdo com a técnica de geragdo quimica de vapor; a determinagao
simultdnea e/ou sequencial de alguns grupos de elementos especificos;
determinagao indireta de halogénios e ndo-metais por meio do monitoramento de
moléculas diatdmicas; além de modernos sistemas de correcdo de fundo, como a
corregcao automatica de eventos continuos, a corregcido resolvida por tempo e a

correcao utilizando um algoritmo dos minimos quadrados.
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2.3 Espectrografo modular simultianeo Echelle (MOSES) acoplado a
espectrometria de absorcao atéomica de alta resolugdao com fonte

continua

Embora os instrumentos modernos de HR-CS AAS oferecam uma alta
resolugcdo para o monitoramento da absorgdo de atomos e moléculas, a janela
espectral oferecida por estes sistemas abrange de 0,2 — 1,00 nm do espectro,
dependendo da regido observada. Isto se deve ao limitado numero de pixels
dedicados a fins analiticos (200 pixels dos 588 pixels disponiveis nos instrumentos
comerciais), fazendo com que a varredura de uma determinada regido do espectro
UV-VIS ou mesmo a determinacdo simultanea de elementos seja bastante dificil. A
determinacao simultanea utilizando instrumentos de HR-CS AAS esta restrita a
algumas combinagbes de 2, 3 ou 4 elementos, que coincidentemente possuem
linhas de absorgdo em um pequeno intervalo espectral. Contudo, dentro dessa
janela, os resultados obtidos sdo confiaveis uma vez que o espectro € bem resolvido
(MAA = 55000) %7,

Alimitagcéo da janela espectral em instrumentos de HR-CS AAS dificulta ndo
apenas a determinacdo multielementar, mas também qualquer tipo de varredura do
espectro UV-VIS. Uma visdo panoramica €& necessaria toda vez que se vai
desenvolver um método para HR-MAS que utilize um comprimento de onda ainda
n&o reportado na literatura. Para atomos, isto nao € um problema uma vez que suas
principais linhas estdo bem documentadas, inclusive em bibliotecas de dominio
publico. Esta limitagdo vem a tona durante o desenvolvimento de métodos
envolvendo a determinagao indireta pelo monitoramento de moléculas, uma vez que
nao ha a mesma abundancia de informacdes sobre as bandas de absorcao da
miriade de moléculas que podem vir a ser estudadas. Mesmo que alguns livros
indiguem as regides onde as bandas de absor¢&o das moléculas de interesse sejam
mais intensas, estes valores sao tedricos e/ou a baixas temperaturas, apresentando
desvios dos valores de comprimento de onda estimados em relagdo aos

comprimentos de onda encontrados experimentalmente 38.
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Uma varredura, mesmo que em um curto espago do espectro
eletromagnético, utilizando uma janela espectral de 0,2 nm — 1,0 nm oferecida pelos
instrumentos de HR-CS AAS, demanda tempo e esfor¢co do analista. A solugéo para
este entrave é a utilizagcdo de um sistema que promova uma maior visao espectral

sem a perda da resolugao.

A associagdo de um espectrografo Echelle com um instrumento de HR-CS
AAS foi descrito por Geisler et al.?® O equipamento inicialmente foi construido
utilizando um protdétipo baseado em um espectrometro convencional alterando sua
fonte de radiacao para uma lampada de xenbnio ativada por laser e o caminho
optico alterado para transmitir a radiagdo a um espectrégrafo modular simultaneo
Echelle (MOSES).

O MOSES consiste em um espectrégrafo Echelle e um sistema de
monocromador que opera com 0 menor numero de componentes épticos e partes
moveis possiveis, contento apenas uma fenda de entrada, um unico detector e um

poucos espelhos®, conforme a Figura 2.

102 HR-CS AAS

—

MOSES

Figura 2 Esquema do sistema adaptado utilizando um espectrégrafo MOSES:
(1) Fonte de radiacao, (2 e 4) espelhos elipticos, (3) atomizador, (5) fenda de

entrada, (6) espelho ampliador (7) espelho parabdlico fora do eixo (8) sistema de
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prismas Littrow, (9a e 9b) rede Echelle, (10) detector CCD. Adaptado de Geisler et

al.3?

O principal componente € o sistema de prismas, montado com dois prismas
Litrow, que primariamente funciona de forma similar ao prisma Littrow encontrado
nos sistemas de duplo monocromadores (DEMON). Contudo, o segundo prisma,
fabricado de um material diferente do primeiro, permite alternar de uma visualizagcao
em modo panoramico para modo zoom, direcionando a radiagdo nao apenas a rede
Echelle primaria (zoom), mas também a secundaria (panorama). Essa configuragao
promove alta resolucdo de amplo alcance espectral. Em um primeiro momento, o
instrumento foi montado utilizando um detector comercial com 2048 x 512 pixels,
conforme descrito no artigo publicado em 2015 39, cobrindo uma area do espectro
de 190 nm a 393 nm, dividido em quatro segmentos, com uma resolugao NAA =
55000.Durante os anos subsequentes, este sistema passou por aprimoramentos e
atualmente utiliza um espectrémetro de HR-CS AAS com o caminho 6ptico alterado
por um espelho vazado, na qual metade da radiacdo € encaminhada ao sistema
DEMON do HR-CS AAS e outra metada enviada ao espectrégrafo MOSES.

No artigo mais recente do grupo, Huang et al #°. utilizou uma rede Echelle
adicional para cobrir o espectro de 380 nm — 735 nm, além dos 190 nm — 393 nm
cobertos pelo arranjo anterior. Novos estudos com um novo detector estdo sendo
realizados, e toda a regido entre 195 nm a 922 nm podera ser monitorada, em quatro
segmentos. Os resultados deste novo aprimoramento podem ser vistos neste
documento e no artigo derivado desta tese de doutorado®. Porém, até a atual data,

nao ha nenhum artigo descrevendo especificamente este arranjo.

Embora este sistema seja de grande interesse cientifico, ndo ha previsao de
guando saira da condigao de prototipo e sera produzido comercialmente. Além de
problemas envolvendo instabilidade do sistema, ainda nao foi desenvolvido nenhum
software de interpretacdo dos resultados para que possa ser operado por um
usuario comum. Na Figura 3 é possivel observar o echelograma gerado por um

padrao multielementar, onde cada uma das falhas nas linhas avermelhadas é
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referente a uma linha de absorgcdo dos atomos presentes na amostra. Transformar
esta imagem em dados passiveis de serem interpretados pelo analista demanda

uma alta capacidade de processamento, tornando a tarefa dificil de ser executada

em um computador convencional.

Figura 3 Echelograma gerado utilizando um espectrografo MOSES para um

padrao multielementar, antes do tratamento matematico via software.



2.4 Dificuldades encontradas no desenvolvimento de métodos para a

determinagao de halogénios por HR-MAS

Além da limitacdo referente a localizagdo das linhas primarias de
absorgao/emissdo atbmica dos halogénios, a presenga de elementos que
competem ou mesmo inibem a formacgao da molécula a ser monitorada pode trazer
n&o apenas uma reducao na intensidade do sinal analitico, mas também a perda da
exatiddo do método desenvolvido. Nakadi et al. 4! utilizaram calibragéo por diluigéo
isotopica na determinagao de bromo via CaBr a fim de evitar uma perda na exatidao,
ao utilizar calibragdo aquosa, uma vez que a presenca de cloro na amostra causava
uma redugédo significativa na sensibilidade. Cadorim et al. 4? utilizaram calibragéo
por semelhanga de matriz para a determinagéo de flior em concentrado de cobre
via molécula de CaF por HR-GF MAS.

A exatiddo de um método em HR-MAS esta diretamente relacionada com a
capacidade do mesmo em eliminar concomitantes capazes de interagir com o
reagente formador e diminuir a eficacia na formagdo da molécula diatbmica do
analito, ou mesmo utilizar mecanismos para contornar este problema. Uma forma
seria a limpeza da amostra ou mesmo, a extragao e pré-concentracao do analito,
utilizando métodos de preparo de amostra. Esta abordagem nao € a mais usual em
espectrometria de absorgdo atdbmica e molecular uma vez que, na grande maioria
dos casos, a etapa de pirdlise é suficiente para eliminar a maioria dos
concomitantes. Ja as interferéncias espectrais causadas por concomitantes que nao
sao passiveis de serem eliminados através da otimizagdo do programa de
temperaturas podem ser contornadas pela utilizagdo de linhas secundarias ou

mesmo por meio da corregdo de fundo por algoritmo de minimos quadrados.*

O preparo da amostra tem como finalidade a adequacéo da amostra ao
equipamento a ser utilizado, remocéao de interferentes e, quando necessario, a pré-
concentracdo do analito. Para o uso de espectrometria de massas e meétodos
cromatograficos, o preparo da amostra é essencial, uma vez que estes instrumentos

sao pouco tolerantes a excesso de concomitantes, sélidos dissolvidos e matrizes
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incompativeis, causando ndo apenas reducao da exatiddo do método, mas também
a redugao da vida util de algumas partes do equipamento, demandando uma maior
frequéncia de manutencéao. Por outro lado, a etapa de preparo de amostras costuma
ser a etapa critica de uma analise quimica, uma vez que € a etapa que requer maior

tempo do analista*®.

Em HR-CS AAS e HR-MAS, é possivel aplicar a analise direta para quase
todo tipo de material, evitando, em muitas vezes, um preparo de amostra mais
laborioso. Porém, a analise direta exige equipamento apropriado (microbalangas,
pincas ou amostradores automaticos e instrumentos adaptados para esse tipo de
acessorio). Além das exigéncias instrumentais, a amostra deve ser finamente moida
de forma a produzir uma massa com alta homogeneidade. Amostras heterogéneas
resultam em uma baixa repetibilidade, uma vez que cada parte da amostra inserida

no forno ndo é representativa de um todo 44.

Das abordagens mais comuns para o preparo de amostra para analise
elementar, estdo a digestdo assistida por micro-ondas, a digestdo em bloco e a
utilizagdo de banhos de ultrassom*®. Para a determinagdo de halogénios, ndo é
possivel utilizar a digestao acida, uma vez que neste meio, sob altas temperaturas,
ocorre a formacgao de vapor do acido do analito na forma de HX, causando a perda
do mesmo . Por isto, a abordagem mais comum quanto ao preparo de amostras
para a determinagdo de halogénios é a combustdo induzida por micro-ondas*® e
diluigdes, de forma a adequar amostras viscosas ao amostrador automatico?®#’.
Porém, quando ha interferéncia na formagao da molécula diatbmica do analito, os
meétodos de preparo de amostra mencionados n&o sao capazes de eliminar ou
mesmo diminuir a influéncia dos demais halogénios sob a formacdo da molécula
diatbmica do analito. Neste caso, um preparo de amostra capaz de isolar o
halogénio de interesse ou mesmo remover os demais halogénios da matriz se faz

necessario.

Separar o iodo dos demais halogénios pode ser uma tarefa complicada.
Poucos métodos para isolar este elemento foram descritos. Yeh et al.*® utilizaram
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uma série de procedimentos para a extragdo do iodo de amostras de alga marinha,
gue envolvem a calcinagdo da amostra, complexac¢ao e extracdo do iodo para uma
fase organica. Segundo o artigo, o método utilizado é capaz de complexar e extrair
apenas o iodeto e o brometo presentes na amostra, desta forma, reduziria a
interferéncia causada pelos halogénios mais abundantes: fluor e cloro. Aassociagéo
da geracao fotoquimica de vapor com a HR-MAS também né&o foi explorada até o
presente momento. O artigo de Grinberg et al.*° descreve a determinagdo de iodo
por geracao fotoquimica associada a técnica de ICP-MS e neste estudo, foi
observado que diferentes acidos e frequéncias de radiagao produzem vapores de
halogénios de forma seletiva, separando o iodo dos demais halogénios presentes
na matriz. Alguns produtos comerciais prometem a extragao seletiva de halogénios,
como a resina de troca anidnica Clean ION-exchange®°, que, segundo o fornecedor,
€ capaz de remover apenas o0s ions cloreto e ions potassio da amostra, fazendo a
limpeza da mesma e reduzindo a interferéncia causada pela competicao entre os

cloreto e iodeto pelo reagente formador em HR-MAS.

Dentre as alternativas para a reducao de interferéncias, quando se trata de
espectrometria de absorgao atdmica em forno de grafite, a estratégia mais utilizada
e amplamente aceita € a combinagdo do uso de modificadores quimicos
permanentes ou em solugdo com um programa de temperaturas otimizado. Esta
combinagao permite, em muitos casos, uma remocgao eficiente de concomitantes
com a estabilizacao térmica do analito, permitindo o emprego de temperaturas mais
altas na etapa de pirdlise. Para elementos que apresentam picos deformados ou
efeitos de memdria, a utilizagdo de modificadores quimicos permanentes também
pode alterar a cinética de atomizacdo, resultando em um aumento na precisao

analitica®'.

2.5 Mecanismo de acao dos modificadores quimicos permanentes para

atomos e moléculas

Pouco se sabe sobre o mecanismo de acado dos modificadores permanentes

sobre as moléculas diatbmicas formadas em altas temperaturas. Poucos artigos
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discutem o mecanismo de acdo dos modificadores quimicos permanentes durante
a pirdlise e a atomizagéo de elementos®>-5* e, até o presente momento, apenas um
artigo propde um mecanismo de acgdo destes na formagdo das moléculas
diatbmicas, e neste caso em especifico, para a molécula CaF e modificador

permanente zirconio .

Os modificadores quimicos permanentes para analises utilizando forno de
grafite sdo atualmente divididos em duas classes: os dos elementos do grupo da
platina e dos elementos formadores de carbetos. Ambos tém a funcao primaria de
reduzir interferéncias e aumentar a eficiéncia da etapa de atomizacao. Além disto,
em muitos casos agem nao somente para a estabilizagdo térmica do analito, mas
como catalisadores para a quebra de ligagGes analito-matriz6, além de prolongar a
vida util do tubo de grafite®'. Para ambas as classes, a forma mais comum de
modificagao da superficie do tubo de grafite se da através do recobrimento térmico,
ou seja, o modificador é adicionado sobre a plataforma e em seguida submetido a
um programa de temperaturas, que fara a impregnacgao do metal na superficie a ser

modificada 1.

Os dois grupos distinguem na forma como atuam em relagéo a superficie de
grafite e ao analito. De acordo com Ortner et al.>*, os modificadores do grupo da
platina como platina, paladio, iridio, ruténio e rodio, modificam a estrutura do grafite,
formando compostos intercalados de grafite e metal nobre, que durante a etapa de
pirdlise formam ligagdes covalentes com o analito. Essas ligagdes costumam ser
fortes o suficiente para reduzir a perda do mesmo durante esta etapa, permitindo
assim uma queima mais eficiente da matriz e consequentemente a reducdo de
interferentes. As ligagdes sdo entdo quebradas durante a etapa de atomizagao, com
a liberagao do analito para formar a nuvem atdémica. Os estudos de Pedro et al.%’
mostram que os modificadores do grupo da platina formam “aglomerados” na
superficie do grafite, sendo distribuidos de forma bastante heterogénea quando

utilizado o recobrimento por meio de tratamento térmico. Fato que inclusive, pode
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vir a afetar o formato dos picos analiticos por influenciar diretamente a cinética de

atomizacéo.

De acordo com Ortner et al.>*, o mecanismo de acdo dos elementos
formadores de carbeto (entre eles zircénio, molibdénio, tungsténio, tantalo e nidbio)
formam uma cobertura de carbetos refratarios sobre a superficie da plataforma, que
sob alta temperatura, resultam em uma mistura de 6xidos do analito e do metal
refratario, com alta estabilidade térmica. Froes et al.®' sintetizou a proposta

mecanistica de Ortner et al.>* em um esquema conforme descrito na equagdo 1.5.1:
Mxoy + Axoz + (X+Z)C9 ch + CO + A (1 51)

Sendo MOy o 6xido do metal refratario e AO, o 6xido do analito; +»C a
representacao do sitio de carbono ativo, M,C do carbeto do metal refratario e A do

analito livre.

Até agora pouco se especulou sobre o mecanismo de interagdo das
moléculas diatdmicas com os modificadores quimicos permanentes. Abad et al.>®
publicaram recentemente um artigo sobre o mecanismo de agao do zircénio em
relacdo a molécula CaF. Neste estudo, foi possivel isolar um estado intermediario
ZrO(OCaF) e propor um mecanismo baseado em uma catalise heterogénea
promovida pela molécula ZrO,, presente na superficie do tubo de grafite. No
mecanismo proposto, o zircdnio ligado a superficie de grafite, durante a etapa de
pirdlise, se ligaria ao fluor e calcio metalico, formando uma ponte e favorecendo a
formacgao da ligagao entre calcio e fluor. Na etapa de vaporizagado esta molécula é
entdo liberada, uma equagao pode ser descrita a partir da proposta mecanistica de
Abad et al.%® (Equagéo 1.5.2):

J )

ZrO, + Ca(NO3) 2 + NaF > NOy + Na + ZrO(OCaF) - CaF + ZrO, (1.5.2)

Ao contrario do que ja foi proposto em termos de mecanismo de agao do

zircbnio em tubo de grafite, nenhum carbeto refratario foi encontrado nos
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experimentos descritos por Abad et al>® Também foi estudado os efeitos de
superficie, uma vez que o mecanismo de acdo aponta para uma catalise
heterogénea. Foram estudadas trés formas de apresentagao do zircénio: deposi¢cao
térmica a partir da solugdo padrao de zirconio, a utilizagdo de nanoparticulas de
zircbnio e xerogel de zirconio. Das trés apresentagdes, a utilizacdo de
nanoparticulas aumentou a eficiéncia na etapa de vaporizagao, quando comparado
as outras duas apresentacbes, o que ja era esperado para uma catalise
heterogénea, uma vez que ha um aumento significativo na area superficial com o

uso de nanoparticulas.

No presente trabalho foram selecionados quatro modificadores para o estudo
do comportamento térmico das moléculas Cal, Srl, Bal e Inl: Ir, Pt, Zr e W. Estes
elementos foram escolhidos nao de forma aleatéria, mas de forma que pudesse ser
estudado modificadores do grupo da platina (Ir e Pt) e também do grupo dos
formadores de carbeto (Zr e W), para que se pudesse avaliar ndo apenas os efeitos
individuais de cada modificador quimico permanente, mas também buscar por

similaridades entre os elementos do mesmo grupo.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de métodos para a
determinacao de iodo via Cal, Srl, Bal e Inl por espectrometria de absorgcao
molecular de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite, através da
comparacgao entre as diferentes moléculas estudadas e aplicagdo em amostras de

suplemento de iodo e medicamento.

3.1 Objetivos especificos

- Avaliagéo do espectro geral das moléculas Cal, Srl, Bal e Inl utilizando o protétipo
MOSES.

- Selecdo dos comprimentos de onda mais adequados para o monitoramento das

moléculas de Cal, Srl, Bal e Inl.

- Estudo dos modificadores permanentes Ir, Pt, W e Zr e otimizagdo dos programas

de temperatura para as moléculas de Cal, Srl, Bal e Inl.

- Estudo das concentragdes dos reagentes formadores para cada uma das

moléculas estudadas.

- Investigacao de cloro como interferente na formacao das moléculas de Cal, Srl,

Bal e Inl.

- Estudo dos parametros de validagdo dos métodos desenvolvidos para as
moléculas de Cal, Srl, Bal e Inl, tendo como base a RDC 166/2017 da ANVISA.

- Aplicacado dos métodos desenvolvidos em amostras de farmacos e suplementos

de iodo.

38



4 EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentagao

Um espectrdbmetro de absorcao atObmica de alta resolugdo com fonte
continua, modelo ContrAA 600 (Analytik Jena, Jena, Alemanha) foi utilizado para
todas as determinagdes do método descrito neste documento. O espectrometro é
equipado com uma lampada de arco curto de xendnio, de poténcia nominal de 300
W operando em modo “hot-spot” e emitindo um continuo espectral entre 190 nm a
890 nm; e um detector de dispositivo de carga acoplada com 588 pixels, sendo 200
destes utilizados para fins analiticos. Um sistema de monocromador duplo formado
por um prisma Littrow pré-dispersor e uma rede Echelle confere a alta resolucéo do
equipamento. As medidas foram feitas utilizando a regiao espectral da molécula Cal
em 638,892 nm, Srl em 677,696 nm, Bal em 538,304 nm e Inl em 400,472 nm
usando a soma da absorvancia integrada de trés pixels®8. O instrumento também

conta com um amostrador automatico MPE 60 (Analytik Jena).

Um espectro mais amplo, na regido do visivel, das bandas de absorvancia
das moléculas de Cal, Srl, Bal e Inl foram obtidos através do protétipo do sistema
MOSES (Modular Simultaneous Echelle Spectrograph) conforme descrito por
Huang et al.®°. A configuragdo deste sistema baseia-se na composi¢do de um
ContrAA 600 equipado com uma lampada de xendnio ativada por laser (LDLS 1500,
Energetiqg Technology Inc., Woburn, MA, USA) que emite um continuo espectral de
190 nm a 890 nm. O caminho 6ptico foi alterado de forma que 50% da radiagéo seja
encaminhada ao sistema de duplo monocromador composto por um prisma Littrow
e uma rede Echelle, como nos modelos comerciais do ContrAA 600 e os outros 50%
da radiacao seja encaminhada para o sistema MOSES, conferindo ao sistema um

panorama de alta resolugao, de janela espectral de aproximadamente 200 nm.

Tubos de grafite com recobrimento pirolitico, orificio superior para insergéao
da amostra e plataforma PIN integrada (Analytik Jena, Part No. 407-A81.025) foram

utilizados em todas as medidas, tanto para as analises utilizando ContrAA 600
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quanto utilizando MOSES. Argdnio industrial (White Martins, S&do Paulo, Brasil) foi
utilizado como gas de purga em todas as etapas do programa de temperatura,
exceto durante a vaporizacdo. Um moinho de bolas foi utilizado para moer os

comprimidos de levotiroxina (Frisch Pulverisette, Idar-Oberstein, Alemanha).

4.2 Materiais e reagentes

Agua ultrapura com resistividade de 18,2 MQ cm foi obtida através do sistema
de purificacdo Mega ROUP (Equisul, Pelotas, Brasil) e utilizada para todas as
diluicdes e preparagdes de padrbes. Os sais CaCOs, Ca(NOs3),, CaCly, Sr(CO3)a,
Ba(NO3)2 e In(NO3), (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) foram utilizados no
preparo das solugdes de reagente formador. O sal NH4l (Sigma-Aldrich) foi utilizado
para preparar as solucdes padrdo em frascos de polipropileno do tipo falcon,
utilizadas para a otimizagdo e curva de calibragdo. 1-propanol (Sigma-Aldrich) foi
utilizado no preparo das amostras, preparo este realizado diretamente nos copos
amostradores, fabricados em polipropileno. Para o estudo do comportamento
térmico das moléculas, solugdes-padrao de 1,00 g L™ iridio, zirconio, tungsténio
(Fluka, St. Louis, Estados Unidos), e platina (Sigma-Aldrich) foram utilizadas como
modificadores permanentes. O estudo da interferéncia de cloro sob a formacao das
moléculas foi realizado utilizando uma solug¢ao de cloro preparada a partir do sal
KCI (Sigma-Aldrich).

4.3 Recobrimento da plataforma de grafite

Os modificadores do grupo da platina formam compostos intercalados com o
grafite® estabilizando o analito através da interagdo com o modificador ali
depositado®, enquanto os elementos formadores de carbeto isolam o grafite,
evitando a interagdo deste com o analito®. Os mecanismos de interagdo dos
modificadores permanentes com moléculas diatdmicas em altas temperatura ainda
€ desconhecido, e por esta razao, dois elementos de cada grupo (iridio e platina dos
elementos do grupo da platina, e tungsténio e zircénio do grupo dos elementos

formadores de carbeto) foram escolhidos para este estudo. Foram utilizados para o
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recobrimento 400 pg de modificador quimico por tubo de grafite, a partir de dez
aplicagdes de 40 pL de uma solugédo estoque contendo 1,00 g L' do modificador a
ser estudado. O programa de temperatura utilizado para o recobrimento esta

descrito na Tabela 1.

Tabela 1 Programa de temperatura para o recobrimento da plataforma de
grafite com iridio, platina, zirconio ou tungsténio. Vaz&o de gas em modo maximo (2

L min-') durante todo o programa de temperatura.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s™) Tempo (s)
1 90 5 40
2 110 1 40
3 130 1 40
4 1200 300 25
5 2100 500 10
6 2100 0 5

4.4 Preparo da amostra

As otimizacgdes foram realizadas com padrdes aquosos de iodo a partir do sal
de iodeto de amonio. Uma solugao estoque de 1,00 g L' de iodo foi preparada e
para as otimizagdes, foram utilizadas solugdes aquosas contendo 100 mg L' de
iodo. Para as curvas de calibragdo, foram preparadas solu¢gées aquosas com

concentragdes entre 14,0 mg L' de iodo a 400 mg L' de iodo.

Os comprimidos de levotiroxina foram comprados em farmacias no Brasil,
com concentracao informada de 200 ug de levotiroxina sédica por comprimido. Para
a determinacgao de iodo nos comprimidos, dez destes foram levados a um moinho
de bolas por 15 minutos a uma frequéncia de 15 Hz. Apés a moagem, cerca de 300
mg do p6 foi diretamente pesado no copo de amostra e preenchido até 1,30 mL com
1-propanol, para posterior injecéo, junto a solugao de reagente formador, no forno

de grafite e submetido ao programa de temperatura.
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Os suplementos de iodo foram comprados em farmacias no Brasil, sendo
compostos por uma mistura de iodeto de potassio em meio de 6leo de soja de forma
que cada capsula contenha 200 pg de iodo. Aproximadamente 300 mg do
suplemento foi diretamente pesado no copo de amostra e preenchido até 1,30 mL
com 1-propanol. A mistura foi diretamente injetada, junto a solugdo de reagente
formador, no forno de grafite recoberto por modificador permanente e submetida ao

programa de temperatura, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 Condicdes otimizadas para a determinacao de iodo via Cal, Srl, Bal e
Inl por HR-GF-MAS.

Molécula Comprimento  Modificador Reagente Temperatura Temperatura
de onda/nm permanente formador pirélise vaporizagao
/ ug /°C /°C
Cal 638,892 Ir 200 1100 2400
Srl 677,696 Ir 150 1200 2200
Bal 538,304 Pt 200 1300 2200
Inl 400,472 w 200 300 1300
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.6 Selegao dos comprimentos de onda

Um espectro amplo para cada uma das quatro moléculas estudadas foi obtido
usando o espectrografo protétipo MOSES acoplado a um espectrometro de
absorgao atdmica modelo ContrAA 600. Volumes de 10 yuL de uma solucédo aquosa
contendo 1,00 g L' de Ca, Sr, Ba ou In foram utilizados como reagentes formadores
junto de 10 yL de uma solugéo de iodo a 1,00% (m/v). Um tubo recoberto de zircdnio
foi utilizado para todas as moléculas que foram submetidas ao programa de

temperatura descrito na Tabela 3.

Tabela 3 Programa de temperatura para a obtengdo do espectro geral das
moléculas Cal, Srl, Bal e Inl. Vazao de gas em modo maximo (2 L min') exceto na

etapa de vaporizagado quando a vazao de gas foi interrompida.

Etapa Temperatura / °C Rampa/°C s™ Tempo /s
Secagem 1 110 5 10
Secagem2 120 2 10
Pirdlise 500a / 350b 200 20
Vaporizagdo 24002 / 1800 2000 6
Limpeza 2500 1000 3

a Cal, Srl, Bal b Inl

Foram encontradas bandas de absor¢cao de alta intensidade entre 534,458
nm a 715,762 nm para a molécula de Cal; entre 534,459 nm a 715,763 nm para a
molécula de Srl; entre 534,459 nm a 715,763 nm para a molécula de Bal; e 383,442

nm a 414,112 nm para a molécula de Inl. Uma visdo panoramica dos espectros
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obtidos para as moléculas estudadas pode ser vista na Figura 4 e, encontrando uma
regido de maior intensidade, foi produzida uma visdo ampliada dos espectros
panoramicos a fim de se facilitar o encontro da melhor janela espectral para o
monitoramento das moléculas diatbmicas por HR-MAS. O espectro panoramico

ampliado é exibido na Figura 5.
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Figura 4 Espectro na regiao visivel, panoramico obtido através do
espectrografo MOSES utilizando 100 ug de iodo para: (a) molécula de Cal entre
534,46 nm e 715,76 nm (b) molécula de Srl entre 534,46 nm e 715,76 nm (c)

molécula de Bal entre 534,46 nm e 715,76 nm (d) molécula de Inl entre 383,44 nm
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e 414,11 nm. Todas as moléculas foram geradas utilizando como reagente formador

10 pg de calcio, estrdoncio, bario e indio, respectivamente.
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Figura 5 Espectro na regido visivel, panoramico ampliado obtido através do

espectrografo MOSES utilizando 100 ug de iodo para: (a) molécula de Cal entre
637,12 nm e 642,10 nm (b) molécula de Srl entre 670,00 nm e 686,01 nm com 10
Mg (c) molécula de Bal entre 534,46 nm e 539,01 nm (d) molécula de Inl entre 397,99

nm e 406,01 nm. Todas as moléculas foram geradas utilizando como reagente

formador 10 ug de calcio, estrdncio, bario e indio, respectivamente.
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Para a selecao do comprimento de onda a ser monitorado por HR-MAS, néo
apenas a intensidade do sinal analitico foi considerada, mas também a auséncia de
interferéncias na regido espectral selecionada, causada pela absorgao de atomos
ou moléculas. Para a molécula de Cal a regido de maior intensidade foi a de 638,892
nm. Porém, quando utilizado um tubo com plataforma sem recobrimento, uma
interferéncia causada pelo reagente formador pode ser observada, e a corregao por
algoritmo de minimos quadrados (LSBC) teve de ser utilizada (Fig 6-a). Embora o
LSBC seja um método confiavel para a corregdo de fundo na maioria dos casos,
segundo o préprio manual do instrumento o algoritmo n&do é indicado para a
correcao de moléculas sobre espectros moleculares, 0 que pode vir a causar uma
supercorrecao e a perda da exatidao do método. Inclusive, é possivel observar no
destaque da Figura 6-a que a corre¢ao nao foi eficiente, ja que pequenas bandas
nao pertencentes a molécula continuam visiveis. Outras regides do espectro da
molécula Cal de menor resposta analitica apresentaram menor ou nenhuma
interferéncia. A regiao de 626,761 nm (Fig. 7-a) foi selecionada ja que nao
apresentava nenhuma interferéncia, embora apresente cerca de 100% da

intensidade da regiao anteriormente mencionada.

Para a molécula de Bal (Fig 6-b), a maior intensidade de sinal foi encontrada
na regiao de 538,304 nm, ja para a molécula de Srl (Fig 6-c), a maior resposta
analitica foi encontrada na regiao de 677,696 nm, para a molécula de Inl (Fig 6-d),
a maior resposta instrumental na regidao de 400,496 nm. Nenhuma interferéncia foi
observada nas regides de maior intensidade de sinal analitico dessas trés

moléculas.
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4.7 Programa de temperatura e modificadores quimicos permanentes

A estabilidade térmica de Cal, Srl, Bal e Inl foi estudada na presenca de
quatro modificadores permanentes - dois modificadores do grupo da platina (Ir e Pt)
e dois elementos formadores de carboneto (Zr e W). Com excec¢ao das etapas de

pirdlise e vaporizagdo, o programa de temperatura utilizado para todas as
otimizagdes € o mesmo, exibido na Tabela 2.

(0 0030 -
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Figura 6 Espectro das moléculas diatdmicas de iodo: (a) Cal - pixel central em

638,892 nm, gerado por 1,0 ug de iodo (em destaque as interferéncias presentes
apos correcdo por LSBC). Tpyr: 400 °C e Tyap: 2400 °C; (b) Srl - pixel central em

677,696 nm, gerado por 0,5 pug de iodo. Tpy: 1100 °C e Tyap: 2100 °C; (c) Bal - pixel
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central em 538,304 nm, gerado por 0,5 pg de iodo. Tpyr: 1400 °C e Tyap: 2200 °C; (d)
Inl - pixel central em 400,496 nm, gerado por 2 ug de iodo. Tpyr: 300 °C e Tyap: 2300

°C. Todas as moléculas foram geradas utilizando como reagente formador 100 ug
de calcio, estroncio, bario e indio, respectivamente.

4.7.1 Molécula Cal

Para estudar a estabilidade térmica da molécula Cal foram utilizados 20 uL
de uma solugdo aquosa de 100 mg L' iodo e 10 yL de uma solugdo aquosa de
1,00% (m/v) de calcio. O comprimento de onda selecionado (626,761 nm) para o
monitoramento da molécula de Cal ndo mostrou interferéncia significativa utilizando

uma solugéo de calcio 1% (m/v) como reagente formador e temperaturas de pirdlise
entre 200 °C e 1400 °C (Fig. 7-a).

a
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Absorvancia

0,03 g |
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=
S
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0,01

Figura 7 Estudo de interferéncias na regido espectral das bandas de absorgao
de Cal. (a) espectro de Cal em 626,761 nm, gerado por 2 ug de iodo (b) Cal - pixel
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central em 638,892 nm, gerado por 0,5 pg de iodo (c) 100 pg de calcio em 638,892
nm (d) Cal - pixel central em 638,892 nm, gerado por 0,5 pg de iodo em tubo de
grafite revestido com iridio. Todos os espectros foram gerados utilizando 100 ug de

calcio como reagente formador.

Quando o comprimento de onda mais sensivel foi selecionado (638,892 nm),
observou-se uma interferéncia causada pelo reagente formador de moléculas (Fig.
7-b). Varios reagentes formadores de moléculas foram testados (nitrato, cloreto e
carbonato de caélcio). Todos apresentaram a mesma banda, que possivelmente é
referente a transigdo B2y - 23, do sistema B da molécula CaH, que tem origem

em 634,6 nm e a cabega da banda se encontra em 638,9 nm® (Fig. 7-c).

Um perfil do espectro de absorvancia da molécula de CaH pode ser visto na
Figura 8, que foi gerada utilizando um tubo de grafite sem modificadores quimicos,

apenas o reagente formador proveniente do sal CaCOs,
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Figura 8 Perfil do espectro da molécula CaH entre os comprimentos de onda
de 638,5 nm a 639,3 nm a partir de 10 ug de célcio em um tubo de grafite sem

modificador permanente.

As curvas de pirélise e vaporizacdo com os quatro modificadores
permanentes e sem modificador para a determinacédo de iodo via Cal foram
realizadas monitorando o comprimento de onda de 626,761 nm, uma vez que nesta
regidao nao foi observada interferéncias. Os resultados obtidos sdo mostrados na
Figura 9. Apds encontrar as melhores condigdes para cada modificador quimico,
estes foram novamente testados utilizando o comprimento de onda de 638,892 nm,

a fim de se verificar se a interferéncia da molécula CaH continuava significativa.

Para o estudo do comportamento térmico em um tubo sem recobrimento,
molécula apresentou boa estabilidade térmica até 1300 °C, onde apds isto
apresentou uma diminuicdo da resposta instrumental. O tubo sem modificadores
permanentes apresentou sinal analitico mais intenso, quando comparado com os

resultados obtidos com o uso de modificadores permanentes. O sinal de maior
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intensidade foi alcangado quando se selecionou uma temperatura de pirélise de

1300 °C e uma temperatura de vaporizagao de 2400 °C.

Dos modificadores do grupo dos formadores de carbeto, é possivel observar
um acréscimo consideravel no sinal analitico entre as temperaturas de pirélise de
200 °C a 400 °C, se mantendo estavel até 1000 °C utilizando zircénio como e 1400
°C utilizando tungsténio como modificador permanente. A etapa de vaporizagao
apresentou melhores resultados quando a temperatura de 2200°C foi empregada,
para ambos os modificadores. Contudo, o uso destes modificadores n&o reduziu as

interferéncias encontradas quando se monitora o comprimento de onda de 638,892

nm.
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Figura 9 Otimizacao da temperatura de pirélise e vaporizagao para a molécula
Cal, utilizando 2 ug de iodo e 100 ug de calcio; para um tubo sem modificador (o),
Toyr: 1300 °C e Tyap: 2400 °C; para um tubo revestido com platina (A ), Tpyr: 1300 °C
e Tvap: 2400 °C. Para um tubo revestido com iridio (A), Tpyr: 900 °C e Tyap: 2400 °C;
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para um tubo revestido em tungsténio (m), Tpy: 1300 °C e Tyap: 2000 °C; e para um
tubo revestido de zirconio (e), Tpy: 1000 °C e Tyap: 2000 °C.

Dos elementos do grupo da platina, nenhum dos modificadores selecionados
apresentou aumento no sinal analitico, quando comparados com o estudo realizado
em um tubo de grafite sem modificadores permanentes. Os resultados obtidos
utilizando platina ou iridio demostraram alta estabilidade térmica em todo o intervalo
de temperaturas estudado na etapa de pirdlise. Ja a estabilidade térmica
apresentada por ambos os modificadores foi similar aos resultados obtidos
utilizando um tubo de grafite sem modificagdo. Porém, com o uso das condi¢des
6timas para iridio como modificador permanente, (1100 °C de pirdlise e 2400 °C de
vaporizagao),foi possivel mitigar a interferéncia no comprimento de onda que
apresentou maior resposta analitica (Figura 7-d). Por esta razdo, essas condi¢oes
foram aceitas como 6timas e usadas nas otimizacdes e aplicagcdes subsequentes,

utilizando o comprimento de onda de 638,892 nm.
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Figura10 Estudo da massa de reagente formador com 0,5 pg de iodo para a
formagao de Cal, utilizando 400 pg de iridio como modificador permanente e pixel

central em 638,892 nm.

A influéncia da massa de reagente formador também foi otimizada (Figura
10). Foram utilizados 5 yL de uma solugéo aquosa 100 mg L' de iodo e uma solugéo
aquosa de 1,00% de calcio, adicionados ao instrumento em diferentes volumes, de
forma a se obter um intervalo de massa absoluta de 100 ug a 300 ug de calcio no
tubo de grafite. Aresposta analitica referente a formagao da molécula Cal apresenta
um aumento pouco significativo no intervalo de concentragbes escolhido para o
estudo. Optou-se pela massa absoluta de 200 ug de calcio, a fim de se garantir um

excesso do reagente formador, dentro de toda a faixa trabalhada nesse estudo.

Zanatta et al.” publicaram no ano de 2018 um trabalho sobre o estudo de
duas moléculas diatdmicas de iodo: Cal e Srl. Embora este trabalho e o presente
trabalho ndo tenham a mesma abordagem, algumas comparagdes podem ser feitas.
Primeiramente, a escolha dos modificadores permanentes foi diferente. Enquanto o
presente trabalho focou em categorias diferentes de modificadores permanentes, o
trabalho de Zanatta et al. focou nas diferentes formas de utilizacido de paladio.
Segundo os autores, melhores resultados foram obtidos utilizando a mistura de
paladio e magnésio na propor¢gao de 5/0,5 pg como modificador quimico em
solugdo. Os estudos preliminares com este modificador, nas condi¢bes estudadas
neste presente trabalho, mostraram uma reducgéao significativa da intensidade de
absorvancia quando utilizado nas condigdes 10/0,1 ug de paladio e magnésio,
respectivamente, o que converge com os resultados obtidos por Zanatta et al. que
também observaram um descréscimo na intensidade do sinal analitico utilizando

estas concentragdes do modificador quimico em solugao.

Sobre a massa de reagente formador, observou-se que os melhores
resultados, de acordo com a Figura 10, foram obtidos a partir de 200 ug de Ca para
0,5 ug de iodo. Zanatta et al”. estudaram uma faixa de 0 ug a 100 ug de Ca, no qual

o melhor resultado foi obtido na ultima concentracdo estudada. Como pode ser
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observado na Figura 10, os resultados pouco variaram em termos de intensidade
do sinal analitico, e pode-se considerar que os resultados obtidos nos dois trabalhos

sao concordantes.

4.7.2 Molécula de Srl

Para este estudo, foram utilizados 10 yL de uma solugdo aquosa de 100 mg
L-' de iodo e 10 pL de uma solugdo aquosa de 1,00% (m/v) de estroncio. A regido
espectral escolhida para a investigagao da estabilidade térmica de Srl (677,696 nm)
ndo mostrou interferéncias. A molécula diatbmica Srl apresentou uma alta
estabilidade térmica, apresentando resultados sem perda de intensidade em

temperaturas de pirolise de até 1300 °C (Figura 11).

Dentre os modificadores do grupo dos formadores de carbetos, observou-se
alta estabilidade térmica, sendo que os resultados foram muito similares em todo o
intervalo estudado, com excecdo de temperaturas acima de 1300 °C quando
tungsténio foi utilizado como modificador permanente. O uso de zirconio resultou
em sinais mais intensos, quando comparado com os resultados obtidos em toda a
faixa estudada para tungsténio. Quando comparado com os resultados obtidos em
um tubo de grafite sem modificador permanente, os resultados também foram mais
intensos, com excecgao do intervalo entre 500 °C a 700 °C da etapa de pirdlise. Ja
na etapa de vaporizagdo, os resultados mais intensos foram obtidos quando a
temperatura de 2300 °C foi empregada, para tubos recobertos com ambos os
elementos formadores de carbeto, e também para o tubo de grafite sem modificador

permanente.

Ja os estudos com modificadores do grupo da platina apresentaram
majoritariamente um incremento no sinal analitico, tanto para quando a platina como
para quando iridio, quando utilizados como modificadores permanentes. Para um
tubo recoberto com platina, os resultados a partir de 400 °C de pirdlise foram
superiores quando comparados aos resultados obtidos em um tubo sem

modificador permanente, e se mantiveram estaveis até 1300 °C. Utilizando um tubo
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recoberto com uma plataforma revestida com 400 pg de iridio, obteve-se nao
apenas resultados mais intensos, mas também com grande estabilidade térmica,
apresentando os maiores valores de intensidade de sinal analitico em toda a faixa
de temperatura estudada para a etapa de pirdlise, sendo que os melhores
resultados foram obtidos quando a temperatura de pirdlise de 1200 °C e

temperatura de vaporizagao de 2200 °C foram empregadas.
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Figura11  Otimizacao da temperatura de pirdlise e vaporizagao para a molécula
Srl, usando 2 ug de iodo e 100 pg de estroncio. Para um tubo sem modificador (o),
Toyr: 700 °C € Tyap: 2100 °C. Para um tubo revestido com platina (A ), Tpy: 1000 °C
e Tvap: 2100 °C. Para um tubo revestido com iridio (A), Tpyr: 1100 °C e Tyap: 2100 °C.
Para um tubo revestido em tungsténio (m), Toy: 1200 °C e Tyap: 2100 °C. Para um

tubo revestido com zircénio (e), Tpyr: 1200 °C e Tyap: 2100 °C.

A formacdo de moléculas diatdmicas € dependente da concentragdo de
reagente formador e por isso, sua otimizagcdo € importante para se alcancar as
melhores condigdes para o método. O estudo foi realizado utilizando 5 yL de uma
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solugdo de iodo a 100 mg L' e inserido no instrumento junto a um intervalo de
massas absolutas de 50 ug a 300 ug de estréncio, a partir de diferentes volumes de
uma solugdo contendo 1,00% (m/v) do reagente formador. Observou-se um
aumento na intensidade do sinal analitico até 150 ug, conforme a Figura 12. Uma
vez que maiores concentracbes nao produziram um aumento da resposta

instrumental, a massa de estroncio foi fixada em 150 ug.
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Figura12 Estudo da massa de reagente formador com 0,5 ug de iodo para a
formacgao de Srl, utilizando 400 pg de iridio como modificador permanente e pixel

central em 677,696 nm.

O trabalho publicado por Zanatta et al.” também apresenta otimizagdes para
a molécula de Srl. Os autores também utilizaram a regidao de 677,69 nm para o
estudo das melhores condicbes e determinacdo de iodo. Assim como neste
presente trabalho, nenhuma interferéncia foi relatada dentro das condicdes

estudadas. As condigdes 6timas encontradas por Zanatta et al.” foram temperaturas
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de 800 °C na etapa de pirdlise e 2400 °C na etapa de vaporizacao, utilizando a
mistura de paladio e magnésio como modificador quimico em solugdo. Ndo houve
perdas significativas de intensidade do sinal analitico até 1400 °C, o que vem ao
encontro dos resultados obtidos no presente trabalho. Segundo os autores, a
utilizacdo do modificador quimico em solug¢ao paladio/magnésio apenas influenciou
na intensidade do sinal analitico, e ndo na estabilidade térmica, e obtiveram o
mesmo perfil de curva que o presente trabalho. Sobre a melhor concentracéo de
reagente formador, Zanatta et al.” apontou como 6tima uma concentragéo de 150
Mg de calcio quando utilizado 0,4 ug de iodo, muito similar com os resultados obtidos

e apresentados na Figura 12.

4.7.3 Molécula de Bal

Neste estudo, 10 pyL de uma solugdo aquosa de iodoa 100 mg L' e 10 yL de
uma solugédo de bario a 1,00% (m/v) foram utilizados. Na regido espectral escolhida
(538,304 nm) nao foram observadas interferéncias de atomos ou moléculas, nas
condi¢gdes estudadas. O resultado da investigacéo do efeito de modificadores na

estabilidade térmica da molécula Bal pode ser visto na Figura 13.

Os elementos formadores de carbeto apresentaram maior estabilidade
térmica. Estes modificadores apresentaram sinais de maior intensidade (quando
comparados ao tubo sem modificagao) nos intervalos entre 700 °C a 900 °C para
tungsténio e 500 °C a 1000 °C para zirconio, na etapa de pirdlise. A partir de 1000
°C, nenhum dos modificadores deste grupo apresentou sinais analiticos mais
intensos que os obtidos por um tubo sem modificador permanente. Na etapa de
vaporizagao, a maior resposta analitica foi obtida a uma temperatura de 2100 °C
para ambos os elementos do grupo dos formadores de carbeto, e também quando

utilizado um tubo sem modificadores permanentes.

Dentre os modificadores do grupo da platina que foram estudados, o uso de
platina como modificador permanente resultou em um aumento significativo na

intensidade do sinal analitico (cerca de 100% quando comparado ao tubo sem
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recobrimento). A molécula permaneceu estavel em temperaturas de pirdlise entre
800 °C e 1600 °C. Sendo que as melhores condi¢des foram encontradas quando
foram utilizadas as temperaturas de 1400 °C na etapa de pirdlise e 2100 °C na etapa
de vaporizacdo. Uma vez que o uso da platina como modificador permanente
resultou em um aumento significativo da intensidade do sinal analitico, foi-se aceito

6timo e utilizado nos estudos posteriores.
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Figura13 Otimizacdo das temperaturas de pirdlise e vaporizagdo para a
molécula Bal, utilizando 10 pg de iodo e 100 pg de bario. Para um tubo sem
modificador permanente (o), Tpy: 1400 °C e Tyap: 2200 °C; para um tubo revestido
com platina (A), Tpyr: 1400 °C e Tyap: 2200 °C; para um tubo revestido de iridio (A),
Toyr: 1400 °C e Tyap: 2200 °C; para um tubo revestido em tungsténio (m), Tpyr: 1400
°C e Tvap: 2100 °C; e para um tubo revestido de zirconio (e), Tpyr: 1400 °C e Tygp:
2200 °C.

Os modificadores do grupo da platina escolhidos apresentaram melhores

resultados como modificadores permanentes para a estabilizacdo térmica da
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molécula de Bal. Ja os modificadores do grupo formador de carbetos escolhidos
ndo aumentaram a resposta analitica da molécula. Somente o tungsténio como
modificador permanente foi capaz de aumentar a estabilidade térmica. Um trabalho
publicado por Huang et al.® no ano de 2009 apresentou o estudo de alguns
modificadores do grupo da platina e, segundo os autores, estes modificadores nao

foram capazes de aumentar o sinal analitico para a molécula Bal.

No trabalho mencionado acima, Huang et al. encontraram como melhores
condicdes as temperaturas de 600 °C na etapa de pirdlise e 2000 °C na etapa de
vaporizagao, utilizando um tubo sem recobrimento com modificador permanente,
condigdes estas bem divergentes das encontradas neste presente estudo. Contudo,
a faixa de temperaturas otimizadas, assim como os critérios de avaliacdo para a
escolha das melhores condicbes n&o foram descritas neste trabalho. Os
modificadores utilizados naquele estudo, embora pertencentes ao grupo da platina,

nao sao os mesmos que foram utilizados neste trabalho.

O fato de diferentes modificadores permanentes, mas classificados com a
mesma fungdo (como os modificadores do grupo da platina ou formadores de
carbeto) apresentarem resultados significativamente diferentes, pode ser uma
evidéncia de que o mecanismo de acdo dos modificadores permanentes nas
moléculas é diferente do mecanismo de agcdo dos modificadores permanentes na
estabilizagcdo de atomos. Evidéncia esta que corrobora com os resultados obtidos
por Abad et al.®® em que um mecanismo completamente diferente do que se
aceitava para os modificadores quimicos permanentes do grupo dos elementos
formadores de carbetos é proposto para a interacdo entre modificadores
permanentes e moléculas, quando comparado com 0s mecanismos propostos para

atomos.
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Figura14 Estudo da massa de reagente formador com 0,5 pg de iodo para a

formacao de Bal com pixel central em 538,304 nm.

A massa de reagente formador para a molécula de Bal também foi otimizada.
Como pode ser observado na Figura 14, a intensidade do sinal analitico aumentou
significativamente com o aumento da massa de reagente formador, no intervalo
estudado de 50 ug a 200 pg. O estudo nao foi estendido para uma maior massa de
bario devido a limitagdo da solubilidade do sal e o volume limite a ser injetado no
tubo de grafite. Uma pré-injecdo seguida por uma etapa de secagem
(enriquecimento) poderia ser utilizada para aumentar a concentragdo do reagente
formador no tubo. Porém, a diferenca de intensidade entre os dois ultimos pontos
estudados nao se mostrou significativa o suficiente para justificar toda a otimizagao
de uma etapa de enriquecimento. Além disso, mais tempo seria dispendido para
esta etapa no programa de temperatura, o que acarretaria em uma diminuicdo da
frequéncia analitica. Por esta razdo, a massa de reagente formador aceita como

6tima foi de 200 ug e sera utilizada em todos os estudos posteriores.

60



4.7.4 Molécula de Inl

Para o estudo da estabilidade térmica da molécula de Inl, 20 yL de uma
solugdo aquosa de iodo a 100 mg L' e uma solugdo aquosa de indio a 1,00% (m/v)
foram utilizadas A molécula foi monitorada na regido espectral de 400,496 nm, onde
nao foi observada nenhuma interferéncia em nenhuma das condi¢des aplicadas nos

intervalos de temperaturas de pirdlise e vaporizacdo estudadas.

Os elementos do grupo da platina apresentaram perfil bastante semelhante,
com uma reducgéo significativa do sinal analitico no intervalo de 200 °C a 300 °C,
seguido por sinais de intensidade bastante similar até 800 °C. As temperaturas de
vaporizagao também foram bem baixas, quando comparadas as aplicadas no
estudo das outras moléculas, onde as maiores respostas instrumentais foram
encontradas em 1300 °C e 1600 °C para iridio e platina, respectivamente.
Comparando com os resultados obtidos sem a utilizagdo de modificadores
permanentes, apenas o iridio apresentou resultados mais intensos em temperaturas

de pirdlise acima de 300 °C.

Para os modificadores do grupo dos elementos formadores de carbetos,
quando zirconio foi utilizado, foi possivel observar apenas uma pequena variagao
de intensidade dentro do intervalo de temperaturas estudados na etapa de pirdlise.
Porém, ndo houve aumento na intensidade do sinal quando comparado com os
resultados obtidos usando um tubo sem recobrimento. Para os resultados obtidos
com tungsténio como modificador permanente, houve um aumento significativo da
resposta analitica, quando comparados aos outros resultados obtidos para a
molécula Inl. Houve reducéo significativa do sinal analitico conforme o aumento da
temperatura de pirdlise, contudo, mesmo com a redug¢ao do sinal, os resultados
obtidos utilizando tungsténio foram mais intensos que os demais obtidos para esta
molécula dentro do intervalo estudado (200 °C a 600 °C). A temperatura de 300 °C
foi aceita como 6tima para garantir uma queima mais eficiente de componentes da

matriz, e a temperatura de vaporizagao foi fixada em 1300 °C, junto da utilizacdo de
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tungsténio como modificador permanente, nos demais estudos utilizando a

molécula Inl.
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Figura15 Otimizacdo das temperaturas de pirdlise e vaporizagdo para a
molécula Inl, utilizando 2 ug de iodo e 100 pug de indio. Para um tubo sem
modificador permanente (o), Tpy: 300 °C e Tyap: 2200 °C. Para um tubo revestido
com platina (A), Tpyr: 500 °C e Tyap: 1800 °C. Para um tubo revestido com iridio (A),
Toyr: 300 °C e Tyap: 2200 °C. Para um tubo revestido em tungsténio (m), Tpy: 300 °C
e Tvap: 1400 °C. Para um tubo revestido com zirconio (e), Tpy: 300 °C e Tyap: 1600
°C.

Ainfluéncia da massa de reagente formador para a molécula de Inl também
foi otimizada, conforme pode ser visto na Figura 16. Foram utilizados 5 yL de uma
solugdo aquosa de iodo a 100 pg L' e diferentes volumes de uma solugédo aquosa
de indio a 1,0 g L™!. Do intervalo de 50 pg a 300 ug de indio, a intensidade do sinal

analitico aumenta significativamente até 200 pg. Apds essa concentragao, o
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aumento é pouco significativo, e por esta razdo, a massa de 200 ug de indio foi

adotada como o6tima e utilizada nos experimentos posteriores.
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Figura16 Estudo da massa de reagente formador com 0,5 pug de iodo para a

formacao de Inl com center pixel em 400,472 nm.

Até o momento ndo ha publicagdes utilizando a molécula de Inl para a
determinacao de iodo, ou mesmo estudos mostrando o comportamento térmico
desta molécula. Por isso, ndo € possivel tragcar um comparativo entre trabalhos ja
divulgados. Em comparagao com as outras moléculas estudadas neste trabalho, a
molécula de Inl apresentou baixa estabilidade térmica, o que significa que sua
aplicacao se torna limitada a amostras com matrizes facilmente eliminadas com uma
etapa de pirdlise de baixa temperatura. Sua baixa estabilidade térmica impede a
utilizacao de altas temperaturas na etapa de pirdlise para a remocao satisfatoria de
interferentes. Em amostras com matriz volatil, esta caracteristica do método nao
deve ser uma limitagdo, contudo, amostras com matrizes mais térmicamente

resistentes, podem vir a necessitar de um tratamento prévio, como um preparo de
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amostra que isole o analito ou que pelo menos remova algum dos concomitantes

mais resistentes a altas temperaturas.

4.8 Estudo de interferéncias

As moléculas diatdmicas de iodo estudadas tém uma energia de dissociagao
menor que a energia de dissociagdo das moléculas analogas de outros halogénios®.
Essa caracteristica das moléculas pode facilitar a competicdo pelo reagente
formador entre o iodo e os demais halogénios presentes na amostra, o que acarreta
na diminuigao da intensidade do sinal analitico. Por esta razdo, a presenca de fluor,
cloro e bromo nas amostras pode resultar em interferéncia, sendo necessaria uma
investigacao para elucidar a magnitude deste efeito. Uma vez que o cloro € um dos
halogénios mais abundante no planeta, e comumente encontrado como
contaminante, inclusive em solugdes de branco, foi escolhido como o interferente
para este estudo. Diferentes volumes de uma solugdo de cloro a 1,0 g L' foram
adicionados no tubo de grafite junto de 10 yL de reagente formadora 1,0gL" e 10

uL de padrao aquoso de iodo a 100 mg L.
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Figura17 Estudo da influéncia da massa de cloro (a partir do sal KCI) para a
formagao da molécula diatbmica de Cal (o), Srl (m), Bal (A) e Inl (e) com 100 ug de

reagente formador de moléculas e 1 ug de iodo.

Como observado na Figura 17, mesmo uma pequena quantidade de cloro foi
capaz de diminuir a intensidade do sinal das moléculas estudadas. A molécula de
Inl foi a menos influenciada pelas concentragdes de cloro, sendo necessario cerca
de 8 pg do interferente para causar uma reducao de 20% no sinal analitico. Ja a
molécula de Cal foi a que apresentou a menor tolerancia a presencga de cloro, sendo

que apenas 3 ug do halogénio causaram uma redugao no sinal de 50%.

Huang et al.’® estudaram alguns interferentes como alguns halogénios e
reagentes oxidantes (H,O, e H,SO,4) para a molécula Bal. Assim como no presente
trabalho, foi possivel observar que a presenca de cloro causou a redugao da

formagao da molécula mesmo em baixas concentragdes. Segundo os autores, a
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presenga de outros halogénios reduz a intensidade do sinal analitico devido a
competicao destes pelo reagente formador, corroborando com ideias expressas no

presente trabalho.

A presenga de oxidantes reduz o sinal analitico devido a formacgéao de I, que
é volatil, sendo perdido na etapa de pirdlise. Sobre a presenga de cations, Huang et
al.’® avaliaram os mais comuns, sendo que os efeitos mais significativos foram
encontrados quando houve a presenca de ferro, sddio e potassio. Embora nenhum
estudo formal tenha sido realizando com cations no presente trabalho, uma das
amostras estudadas foi o suplemento de iodo, que consiste em uma solugao de Ki
em meio de 6leo de soja. Nenhuma interferéncia, como supressédo de sinal, foi

observada, mesmo utilizando calibragdo externa com padrées aquosos.

Zanatta et al.” estudaram o efeito das concentracdes de cloro como
interferente na formagéo das moléculas de Cal e Srl. Assim como no presente
trabalho, os autores concluiram que uma pequena concentracdo de cloro reduz
drasticamente a intensidade do sinal das moléculas estudadas, devido a
competicdo pelo reagente formador, uma vez que o cloro forma moléculas com os
reagentes formadores mais estaveis do que o iodo. Os autores também mostraram
gue a molécula de Cal tem sua formacao menos influenciada pela presenca de cloro
gue a molécula de Srl, sendo que para a molécula de Cal, uma proporgao de 1:1,2
(em mol, em relagdo ao |) causa uma reducédo de 50% da intensidade do sinal
analitico. Enquanto para a molécula de Srl, a mesma redugao é causada por uma
proporcao de 1:4. Os resultados apresentados por Zanatta et al. sdo concordantes

com os apresentados e discutidos previamente nesta sesséo.

Durante os estudos foi possivel observar maior repetibilidade do método para
a molécula de Inl quando comparada as outras moléculas, conforme sera exibido
na sessao 4.6. Acredita-se que essa menor variagao inter-dia € devido ao fato da
molécula de Inl sofrer menor influéncia (quando comparada as outras moléculas
estudadas) em sua formacao, quando ha presenca de halogénios, o pode reduzir

efeitos causados por contaminacado. Uma analise dos valores da solugao branco (1-
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propanol) para cloro utilizando o método publicado por Pereira et. al ?° revelou uma
concentragéo aproximada de 0,6 mg L' do halogénio. Embora a concentragéo seja
relativamente baixa quando comparada as concentragdes utilizadas no estudo de
interferentes, somada com a possivel contaminagdo por manipulacdo dos
comprimidos, contaminagao do ar atmosférico e mesmo do instrumento, e também
uma vez que estas contaminagdes ndo sdo constantes, esse valor pode vir a ser
significativo para a variagdo da formagdo da molécula. Corroborando com este
raciocinio, nos estudos envolvendo a molécula de Cal observou-se uma maior
variacao inter-dia. Contudo, faz-se necessario um estudo da precisdo dos métodos

desenvolvidos para as quatro moléculas estudadas neste trabalho.

4.9 Discussoes sobre a energia de dissociagdao das moléculas

Para entender melhor sobre o comportamento das moléculas perante
interferentes e também um pouco sobre seu comportamento térmico, deve-se
observar ndo apenas sua energia de dissociacdo, mas também a energia de
dissociagdo das moléculas geradas pelo interferente e da molécula diatbmica do
reagente formador. As energias de dissociagao utilizadas para as comparagdes

estao exibidas na Tabela 4.
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Tabela 4 Energias de dissociagédo (em kJ mol') de moléculas diatdmicas, a 298

K?®.
Molécula Energia de dissociagdo / kJ mol™’
Ca-l 284,7
Ca-Ca 16,52 + 0,11
Ca-Cl 409 £8,7
Sr-l 301
Sr-Sr 16,64 + 1,12
Sr-Cl 409
Ba-I 322 16,3
Ba-ClI 443
In-I 306,9 + 1,1
In-In 82,0+5,7
In-ClI 436 £ 8

A molécula Cal foi a que apresentou a maior supressao de sinal perante uma
pequena concentragcdo de cloro. Ao observar as energias de dissociagao do
reagente formador com o analito e com o interferente, nota-se uma grande
disparidade entre essas: 284,7 kJ mol™' ® para a molécula Cal contra 409 + 8,7 kJ
mol-' ® para a molécula CaCl. Esta diferenca faz com que as moléculas formadas
com o halogénio sejam mais estaveis do que as formadas com o analito. Esta
influéncia significativa do halogénio sob a formacao da molécula Cal também faz
com que a precisdo do método seja reduzida, uma vez que a concentragdo de um

contaminante é bastante dificil de se controlar.

Além da competicédo pelo reagente formador com o interferente, a molécula
Cal também sofre competicdo pela molécula diatbmica formada pelo proprio
reagente formador, no caso Ca-Ca. Contudo, a energia de dissociagao desta é
baixa: 16,52 + 0,11 kJ mol'®.
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A molécula Srl apresentou estabilidade térmica superior a molécula analoga
de calcio e inferior a molécula analoga de bario. O resultado pode ser novamente
explicado pela energia de dissociagdo desta molécula: 301 kJ mol™" °, valor
intermediario quando comparado aos valores de dissociacdo das moléculas
supramencionadas. Esta molécula apresentou também menor influéncia a presenca
de cloro no ambiente do forno de grafite, fato explicado pela energia de dissociagéo
da molécula SrCl — em torno de 409 kJ mol'®, similar a molécula de CaCl. Porém,
a energia de dissociagdo da molécula analoga de estroncio € muito superior a
analoga de calcio, tornando a competigdo menos influente. A energia de dissociagéo
da molécula diatbmica formada pelo reagente formador, assim como para o calcio,

também é baixa: 16,64 + 1,12 kJ mol™1?.

A molécula Bal € a molécula que apresenta maior energia de dissociagao:
322 + 6,3 kJ mol'®, sendo também a molécula que se mostrou mais termicamente
estavel dentre as estudadas. Contudo, a molécula BaCl também possui alta energia
de dissociacdo, 443 kJ mol'°, o que vai ao encontro dos resultados obtidos no
estudo de interferentes: uma grande influéncia na supressao do sinal mesmo

perante a pequenas concentrac¢des adicionadas de cloro.

Ja a molécula Inl apresentou a mais baixa estabilidade térmica dentre as
moléculas estudadas na condigdo estudada. Contudo, esta molécula apresenta
energia de dissociagéo superior as moléculas de Cal e Srl: 306,9 + 1,1 kJ mol'®,
Mais uma vez, tem-se o indicativo de que os modificadores estudados podem nao

ser 0s apropriados para esta molécula, cabendo novos estudos.

Quanto a interferéncia causada pela presengca do cloro, a molécula Inl
mostrou-se a menos suscetivel entre as moléculas estudadas, embora a energia de
dissociagdo da molécula InCl seja relativamente alta: 436 + 8 kJ mol”' °. Uma
possivel explicacdo para este fato € que o préprio reagente formador ja € um
competidor consideravel — a energia de dissociacdo da molécula In-In é de 82,0 +
5,7 kJ mol' 9, tornando o reagente formador menos disponivel para a competigdo

com cloro. Outra possivel explicagcao para a baixa influéncia da presencga de cloro
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guanto a formacgao da molécula de Inl pode ser a relacdo com a teoria de acidos e
bases de Pearson®®. Enquanto o iodo é uma base de Pearson macia, o cloro é
considerado uma base de Pearson dura. Uma vez que o indio € um acido de

Pearson macio, ha uma tendéncia maior de formag¢ao da molécula Inl.

Outros elementos, além do proprio reagente formador e de outros
halogénios, podem vir a interferir na formacao das moléculas diatbmicas com iodo,
ja que estas apresentam baixa energia de dissociacdo. Como foi mencionado
anteriormente no estudo da molécula Cal, no qual foi observado experimentalmente
a molécula CaH, estes elementos podem ser capazes de formar moléculas que irdo
competir com o reagente formador, ou mesmo formar moléculas com o préprio
analito. A molécula de CaH, exibida anteriormente na Figura 8, apresenta uma
energia de dissociacdo de 223 kJ mol' 9 significativamente alta, quando
comparamos com a energia de dissociagdo da molécula Cal (284,7 + 8,4 kJ mol )
9 sendo esta mais uma razio para se preferir reduzir a formacgao deste interferente
do que simplesmente aplicar o método de corregdo pelo algoritmo de minimos

ode vir a ser disputado por estes interferentes: A
molécula I-H tem energia de dissociagao ainda mais alta que a molécula de Cal,

cerca de 295 kJ mol°.

Outros elementos presentes no ambiente do forno de grafite podem vir a
afetar a formagao das moléculas estudadas. Dentre estes, podemos mencionar o
hidrogénio e o oxigénio provenientes da agua utilizada como solvente, o carbono
constituinte do tubo de grafite, o nitrogénio atmosférico que nao foi completamente
purgado, além de outros constituintes da matriz. Por isso, cabe salientar a
importancia das otimizagdes de pirdlise, vaporizacao e também do reagente
formador, a fim de se evitar ao maximo a formacao de outras moléculas causando
a competicao pelo reagente formador e pelo analito, que acabam por prejudicar a

formagdo da molécula a ser monitorada ©.
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4.10 Validagao do Método

Uma vez que o presente trabalho visa tragar um comparativo entre as
moléculas diatbmicas estudadas, os parametros referentes a validagdo de um
meétodo analitico podem servir como ferramentas para esta comparagao. Um artigo
publicado no ano de 2004 por Ribani et al.?? tem sido amplamente utilizado como
base para validacdo de métodos, principalmente no meio académico. Porém, os
parametros s&o voltados principalmente para métodos cromatograficos e
eletroforéticos. Dentro da legislagcéo brasileira, a resolu¢gado da diretoria colegiada
(RDC) 166 de 24 de julho de 2017 da ANVISA tras diversos parametros a serem

seguidos para a validagdo de métodos analiticos voltados a industria farmacéutica
63

Embora os parametros estipulados sejam voltados principalmente para
analises cromatograficas e espectrofotométricas, o documento permite o analista
decidir alguns dos critérios a serem avaliados baseando-se na técnica na qual o
método esta sendo desenvolvido, desde que se tenha uma justificativa para tal. Para
critérios académicos e de publicagdo, normalmente aceitam-se as Figuras de Mérito
— uma série de parametros que medem a performance do método desenvolvido.
Dentre os parametros presentes se encontram alguns comumente observados em
validagdes, como coeficiente de correlacédo linear (r), limite de detecgao (LOD),
limite de quantificacao (LOQ) e faixa linear. Uma vez que até o presente momento,
nenhum trabalho utilizando HR-MAS apresentou a validagdo do método, foram
utilizadas como base a RDC 166/2017, ja que os métodos desenvolvidos neste
presente trabalho foram aplicados em amostras de farmacos e suplementos, e

algumas validagdes publicadas utilizando AAS54.65,

4.10.1 Linearidade

A linearidade é a propriedade que permite uma funcdo matematica ser

representada por uma reta:

y = f(x) (4.5.1.1)
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De acordo com a RDC 166/2017, a curva de calibragao deve ser constituida
por, no minimo, cinco pontos de diferentes concentracdes, estes preparados em
triplicata. A linearidade de um método deve ser demonstrada pela sua capacidade
de gerar resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito, por toda
a faixa de concentragdes estudada e pode ser avaliada pelo coeficiente de
correlagdo de Pearson (r) (4.5.1.2)%3. Este coeficiente leva em consideragédo a
medida da variancia compartilhada entre duas variaveis, além de se assumir que
um aumento ou diminuicdo em Xx causa um aumento ou diminuicdo em v,

linearmente proporcional.

T =
J2?=1<xi—y>2<yi—y)2

iz, (xi-D) (vi-y) (4.5.1.2)

O dominio da equacéo do coeficiente de Pearson varia de -1 a 1, no qual -1
significa uma correlagédo negativamente perfeita (com o aumento de x ha uma
diminuicdo de y em uma propor¢ao perfeitamente linear) e 1 significa uma
correlagao positivamente perfeita (com o aumento de x ha um aumento de y em
uma proporgao perfeitamente linear), sendo que r=0 representa uma situagdo em
gue nao ha qualquer correlagéo entre x e y. Segundo a RDC 166/2017 e as demais
documentagdes que sustentam esta resolucédo, a linearidade deve ser avaliada pelo
coeficiente de correlagao linear, sendo que este deve ser maior que 0,99 para que

a curva de calibrag&o seja considerada linear.

Outro parametro exigido pela RDC 166/2017 ¢é o coeficiente de determinagao
(r?) 83, que mede o quéao ajustados os dados estdo em relagdo ao modelo estatistico
utilizado, no presente caso, a regresséo linear. O dominio da equagdo de r?
apresenta valores entre 0 e 1, e estes valores representam, em porcentagem, o
guanto o modelo estatistico consegue explicar os resultados experimentais.

Y (Pi-9)?
r2 = —Z?=1(yi—37)2 (4.5.1.3)
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Ainda segundo a RDC 166/2017, o documento admite que o valor minimo
para r?> seja de 0,98, ou seja, o0 modelo estatistico consegue explicar 98% dos
resultados experimentais 8. Como pode ser observado na Tabela 4, os valores
obtidos tanto o coeficiente de Pearson quanto o coeficiente de determinagéo foram
muito acima do estipulado pela ANVISA, para todas as quatro moléculas estudadas
neste presente trabalho. A molécula Inl apresentou o menor valor para r e r%: 0,998
e 0,997. Ainda assim, os valores sdo considerados excelentes, ndo apenas quando
comparados aos valores estipulados pela RDC 166/2017, mas também quando
levado em consideracdo a técnica instrumental utilizada. A equacgao da reta, os

valores para r e r> podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5 Dados analiticos do mérito para a determinacao de iodo via Bal, Cal,

Inl e Srl em amostras de suplementos de iodo e levotiroxina usando HR-GF-MAS.

Parametro Cal Srl Bal Inl

Equacgéo de At = 0,0010 + Aint=0,026 + An = 0,020 + A = 0,04 +

regressao 0,002x 0,023x 0,003x 0,003x
R 0,999 0,999 0,999 0,998
R? 0,999 0,998 0,999 0,997

X: concentragdo em mg L

Dentre o critério de linearidade, também ¢é avaliada a homocedasticidade dos
dados, parametro que avalia a varidncia dos erros experimentais. A observagao de
erros sistematicos evita interpretagbes errbneas sobre o ajuste do modelo
estatistico aos dados que ele explica. A analise qualitativa pode ser feita através de
um grafico de residuos. Quando n&o ¢é observada uma tendéncia ou
comportamento, isto €, os pontos estdo aleatoriamente distribuidos em torno do
zero no grafico de residuos, tém-se o indicio de que a variancia dos residuos é

homoscedastica.
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Figura 18  Grafico de residuos para as curvas de calibragdo externa com padrdes
aquosos de iodo e do respectivo reagente formador para a determinacao de iodo
via a) Cal; b) Srl; c) Bal e d) Inl.

Como é possivel observar na Figura 18, as curvas de calibragdo externa com
padrées aquosos para Cal (Figura 18-a), Srl (Figura 18-b), Bal (Figura 18-c) e Inl
(Figura 18-d) ndo apresentaram comportamento ou tendéncia significativos, uma

vez que os valores dos residuos se mostraram bastante homogéneos.

Ainda sobre os critérios de avaliagdo da linearidade, deve-se observar a
significAncia do coeficiente angular. A significancia garante que a relacéo entre a
variavel dependente e independente ndo seja mera coincidéncia. E possivel testar
a significancia do coeficiente angular comparando os valores de t calculado com os
valores de t critico. O valor de t calculado é baseado no p-valor encontrado e
levando em consideragédo os n-2 graus de liberdade do experimento, no qualn é o
numero de pontos que formam a curva a ser avaliada. O parametro B é

desconhecido, entao é simplificado como B = 0 e o parametro b é a inclinagao da
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curva de calibragédo. Aceita-se como hipétese nula que as variaveis x e y ndo séo
relacionadas, (Ho: b =0 e Hi: b #0).

a-B
p — valor = 5 (4.5.1.4)

Se t calculado >t critico: rejeita Ho e b & valido # 0.

Se t calculado <t critico: aceita Ho e b ndo é valido = 0.

Para as curvas de calibracdo para as moléculas estudadas, todas
apresentam 3 graus de liberdade (n=5). Considerando p =0,05, t(3) = 3,18245. Os

resultados obtidos para cada curva de calibracao estao dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 Valores de t calculado obtidos a partir do coeficiente linear das curvas

de calibragao externas aquosas para iodo via moléculas Cal, Srl, Bal e Inl.

Cal Srl Bal Inl

t calculado 18,98090 29,13125 55,54503 28,83571

Como esperado, os valores de t calculado foram superiores ao valor de t
critico, o que confirma a hipétese H4, em que o coeficiente angular é significativo, e

gue existe uma relagao linear entre x e y, € ndo apenas dados coincidentes.

4.10.2 Limites de quantificagao e detecc¢ao

Ha diversas formas de se calcular os limites de detecc¢ao e quantificagdo para
um determinado método. Uma das formas tradicionais de se calcular € através de
multiplos da altura do ruido. Para o limite de detecg¢ao (LOD) é estipulada uma altura
superior a trés vezes a altura do sinal ruido, enquanto o limite de quantificacéo
(LOQ) seria o multiplo de 10 dessa altura. ARDC 166/2017 estipula que o LOD e o

LOQ podem ser calculados utilizando as férmulas (4.5.5.1) e (4.5.5.2).

3,30

LOD == (455.1) e LOQ ==~ (4.5.5.2)
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Sendo a coeficiente angular da curva de calibragdo e o podendo ser
calculado de trés diferentes formas: (i) a partir do desvio padrao residual da linha de
regressao; (ii) a partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo y de no minimo
trés curvas de calibracdo, contendo pontos de concentragcdo préxima ao suposto
LOD; ou (iii) a partir do desvio padrdo de um numero apropriado de leituras do
branco. A IUPAC recomenda no minimo seis leituras do branco®, sendo comumente
utilizado o desvio padrdo de dez leituras do branco. Uma vez que esta ultima € a
abordagem mais comumente utilizada no meio académico, foi escolhida para o
calculo do LOD e LOQ dos métodos propostos. Os resultados obtidos estao
expressos em termos absolutos e em termos de concentragéo (calculados para 0,3

g de amostra), conforme exibido na Tabela 7.

Tabela 7 Limites de deteccdo calculados a partir de 10 leituras do branco da
amostra utilizando HR-GF MAS via moléculas Cal, Srl, Bal, e Inl. Valores calculados

para 0,3 g de amostra.

Cal Srl Bal Inl
ng ugg' | ng  ugg” ng Mg g’ ng Mg g™’
LOD 54 180 20 66 60 200 36 120
LOQ 180 600 66 220 200 666 120 400

Os valores de LOD obtidos para as moléculas de Cal, Srl e Bal podem ser
comparadas com valores ja apresentados na literatura”'®. Huang et al.®
apresentaram LOD de 600 pg, valores cem vezes mais baixos que os obtidos no
presente trabalho. Esta diferenca da-se pelo fato do trabalho apresentado por
Huang et al."® utilizar analise direta de sdlidos, no qual ndo ha fator de diluigéo. Ja
Zanatta et al.” apresentaram valores de LOD de 40 ygg' e 21 ug g*' para Cal e Srl

respectivamente. Estes valores foram aproximadamente 4 e 3 vezes menores que
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os obtidos pelo presente método para Cal e Srl, respectivamente. A diferenca entre
os valores encontrados pelos métodos propostos neste trabalho e os apresentados
por Zanatta et al.’” n&do sdo exorbitantemente discrepantes, podendo estar
associados com a condigao instrumental, como baixa intensidade da lampada, o

gue acarretaria em um aumento do ruido e consequentemente dos valores de LOD.

4.10.3 Faixa de trabalho

A RDC 166/2017 estipula diversos critérios para a construcdo da faixa de
trabalho. Estes critérios se baseiam na aplicabilidade do método (para medida de
teor, uniformidade de conteudo, dissolugédo e impurezas) e estdo baseadas no teor
de analito em determinado farmaco, ou no perfil de dissolugéo. Além disso, a curva
deve ser linear em todo o intervalo selecionado, de acordo com os parametros ja
apresentados na segdo 4.5.1 8. Os intervalos de concentragédo, expressos em

termos de massa absoluta de iodo, estao dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 Faixa de trabalho (massa de iodo absoluta, em nanogramas) para as
curvas de calibracdo externas aquosas para iodo utilizando HR-GF MAS via

moléculas Cal, Srl, Bal, e Inl.

Cal Srl Bal Inl

Faixa de trabalho /ng 180 — 2000 70 —2000 200 — 2000 120 — 2000

Uma vez que foi apenas realizada a medida da concentragdo de iodo em
comprimidos de levotiroxina e em suplementos de iodo a base de Kl, foi utilizado
como critério para a selecédo da faixa de trabalho concentragdes desde o limite de
quantificagdo a um ponto alto o suficiente que permitisse que diversos preparos da
mesma amostra estivessem no intervalo selecionado como faixa de trabalho. Uma
vez que diferentes concentragdes do analito/diferentes diluicbes da amostra fizeram
parte do estudo do método, e por isso, a necessidade de uma longa faixa de

trabalho.
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4.10.4 Precisao

Segundo a RDC 166/2017, preciséo € o critério que avalia a proximidade dos
resultados obtidos para amostras preparadas da mesma forma, utilizando o mesmo
método analitico. Este parametro deve ser expresso em termos da repetibilidade,

precis&o intermediaria ou da reprodutibilidade 3.

Ainda com base na RDC 166/20017, precisdo deve ser demonstrada pela
dispersao dos resultados (desvio padrao relativo) obtidos a partir de uma série de
medi¢des especificas e entdo calculado o desvio padrao relativo para o grupo de
resultados. Os resultados devem ser obtidos a partir de medi¢cdes de nove amostras
preparadas de forma independente: trés de concentracido do analito acima da
concentragcao esperada para o insumo farmacéutico ativo (IFA) ou produto acabado
a ser analisado pelo método, trés na concentragao esperada e trés abaixo. Também
podem ser obtidos a partir de seis replicadas independentes da concentracdo

esperada do analito .

Para carater de validagdo de método junto a ANVISA, utiliza-se para o
preparo das amostras a matriz (Qque se resume a tudo que é acrescido ao produto
acabado, com excegao do proprio ativo) fortificado com uma substancia quimica de
referéncia (padrao do analito), no caso da validagcdo de um método para a analise
de produto acabado. Para a analise de um IFA, utiliza-se a substancia quimica de
referéncia acrescida das impurezas conhecidas. Uma vez que n&o é o objetivo do
presente trabalho validar os métodos desenvolvidos junto aos o6rgaos de
fiscalizacao, foi utilizada a mesma amostra de suplemento utilizada na aplicagéo do

meétodo.

Os critérios de aceitacao devem ser justificados levando em consideracao a
variabilidade intrinseca do método proposto, a concentragdo do analito e o objetivo
do método proposto. Para critérios de publicagdo no meio académico, embora néao
se tenha uma regra especifica, e sim uma convencao entre usuarios da técnica,

métodos utilizando GF-AAS e amostras em liquidas, consideram-se aceitaveis
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desvios padrdes relativos de até 10% enquanto para a analise direta de solido,

consideram-se aceitaveis valores de até 20%°".

Para o estudo da repetibilidade dos métodos propostos para as quatro
moléculas diatdmicas de iodo, foram preparadas trés amostras em ftriplicata
contendo 0,1 g, 0,3 g e 0,5 g em 1,3 mL de 1-propanol para as amostras de
levotiroxina (concentragao de iodo aproximada de 61,5 mg L', 185 mg L' e 308 mg
L', respectivamente) e de suplemento de iodo (concentragdo de iodo aproximada
de 100 mg L', 300 mg L' e 500 mg L', respectivamente). Os desvios padrao

relativos encontrados para cada molécula estdo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9 Desvio padrao relativo calculado para as replicatas das amostras de
iodo utilizando HR-GF MAS via moléculas Cal, Srl, Bal, e Inl.

Cal/ % Srl/ % Bal/ % Inl/ %
Levotiroxina 6,4 5.1 6,2 43
Suplemento de iodo 7.7 43 57 3,5

A RDC 166/2017 sugere o estudo da reprodutibilidade apenas em casos em
que ha estudos colaborativos entre diferentes laboratérios. Ja a preciséo
intermediaria (inter-dia) deve ser executada no minimo em dois dias diferentes, por
dois analistas diferentes, utilizando a mesma instrumentacdo e condigdes. Além
disto, devem seguir os mesmos critérios utilizados no estudo da repetibilidade ©3.
Os resultados obtidos para a precisao intermediaria dos métodos propostos estao

descritos na Tabela 10.
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Tabela 10 Desvio padrao relativo calculado para as replicatas de padrao aquoso
de iodo utilizando HR-GF MAS via moléculas Cal, Srl, Bal, e Inl, obtidos por

diferentes analistas em dias distintos.

Cal/ % Srl/ % Bal/ % Inl/ %
Levotiroxina 9,3 8,1 8,8 7.7
Suplemento de iodo 8,7 7.3 7.7 6,8

Como é possivel observar pelos dados apresentados na Tabela 8 e na Tabela
9, o método desenvolvido para a molécula Cal apresentou o maior RSD dentre as
moléculas estudadas, dentro do ensaio de precisdo, embora dentro do aceitavel
para a técnica. Uma possivel explicagao pode ter sido a contaminagao por cloro
durante a manipulacdo das amostras e o preparo das solugcbes, uma vez que a
formagao desta molécula é prejudicada mesmo com a presenga de pequenas
quantidades do halogénio, sendo este um contaminante comum devido sua
presencga no suor humano, ar atmosférico e na agua. Tal suposigao é reforcada pelo
fato de a molécula Inl ter apresentado a menor variacdo dentre as moléculas
estudadas e também ser a que apresentou maior tolerancia a interferéncia causada

por cloro.

Os resultados para o ensaio de precisdo intermediaria estdo dentro do
tolerado para a técnica. Os resultados também mostram que a precisdo € pouco
afetada pelas diferentes propor¢cdes de amostra diluida, ou seja, a concentragao da

matriz pouco afeta o desempenho do método.

4.10.5 Exatidao

Exatiddo € o parametro que demonstra o quao préximo os valores obtidos
experimentalmente estdo de um valor aceito como real. De acordo com a RDC
166/2017, a exatiddo deve ser medida em nove amostras, em trés niveis de

concentragcbes diferentes. A forma como a verificagdo da exatiddo deve ser
81



executada depende do propdsito do método (analise de impurezas, |IFA ou produto

acabado)®.

Uma vez que os métodos desenvolvidos no presente trabalho serdo
aplicados em produto acabado, os procedimentos de validacéo serdo os especificos
para esse tipo de amostra. A legislacdo define trés formas para a verificagdo da
exatiddo: adicdo de quantidades conhecidas de padrao na amostra de produto
acabado; comparacao dos resultados obtidos com o método proposto e um método
ja validado ou; aplicagdo do método proposto em uma amostra produzida a partir
da matriz (sem o ativo) fortificada com substancia quimica de referéncia, sendo esta
ultima, amplamente utilizada nos laboratérios farmacéuticos, tanto na validagéo de

métodos para IFA quanto para produto acabado.

Como nao é possivel ter acesso as concentracdes exatas de todos os
componentes que sao adicionados a matrizdo medicamento, e como o mérito deste
trabalho é principalmente avaliar a performance das moléculas diatdmicas com iodo
como forma de determinagédo indireta, fugiria do escopo do trabalho uma
comparagao com outra técnica analitica para a determinagao de iodo apenas. A
maneira mais viavel de se verificar a exatiddo neste caso, é através da adicdo de
guantidades conhecidas de padrdo a amostra a ser analisada. Na Tabela 10 estéo
dispostos os resultados obtidos para a recuperagao dos valores adicionados na
amostra de levotiroxina e suplemento de iodo. As amostras para este ensaio foram
preparadas adicionando 0,3 g de levotiroxina ou suplemento de iodo a 1,3 mL de
solugbes de iodo em 1-propanol nas concentragdes de 5 mg L', 50 mg L' e 150
mg L' de iodo, de forma que as amostras tivessem concentragdes finais de iodo
de aproximadamente 190 mg L', 235 mg L' e 335 mg L' para levotiroxina, e 305

mg L', 350 mg L' e 450 mg L', para suplemento de iodo, respectivamente.
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Tabela 11  Porcentagem de recuperacéo das concentragdes fortificadas de iodo
em amostra de levotiroxina e de suplemento de iodo, utilizando HR-GF MAS via

moléculas Cal, Srl, Bal, e Inl.

Levotiroxina / % Suplemento de iodo / %
Concentracao
Cal Srl Bal Inl Cal Srl Bal Inl
adicionada
5mgL"’ 68 89 82 106 88 105 80 92
50 mg L’ 77 99 100 102 72 90 80 82
150 mg L™’ 82 112 80 98 104 92 103 88

Uma vez que nao havia nenhuma amostra com concentragdes do analito
baixas o suficiente para se fazer o estudo de recuperacdo nas concentragdes
proximo do limite de quantificagdo, no meio da curva de calibragdo e no final da
faixa de trabalho, foram escolhidas trés concentragdes, de forma que abrangesse o
meio da curva de calibragdo e o final da faixa de trabalho, além de um valor

intermediario.

Os resultados obtidos demonstraram um bom nivel de recuperagao para
todas as moléculas. Novamente, a molécula Cal foi a que apresentou resultados
mais divergentes quando comparados as outras moléculas. O nivel de recuperagao
variou de 68 a 82 para a amostra de levotiroxina e de 72 a 104 para a amostra de
suplemento de iodo. Ja as moléculas Srl e Inl apresentaram as menores variagdes.
Srl apresentou valores de 89 a 112 para a levotiroxina e de 90 a 105 para o
suplemento de iodo, enquanto Inl apresentou valores de 98 a 106 para a levotiroxina
e 88 a 92 para o suplemento de iodo. A amostra de levotiroxina apresentou

resultados mais variados, tanto no estudo de precisdo quanto de exatiddo. A razao
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para isto € que enquanto a amostra de suplemento de iodo forma uma mistura

homogénea com 1-propanol, a amostra de levotiroxina esta na forma de suspensao.

A ANVISA nao estipula qual o intervalo aceitavel de recuperacao, sendo que
os critérios de aceitagdo devem ser justificados em termos da proposta do método.
Para fins académicos, leva-se em consideracdo a complexidade da matriz, o
comportamento do analito e a técnica utilizada. Nao € incomum de ver artigos na
area de espectrometria de absorcdo atdmica e espectrometria de absorcido
molecular de alta resolugcdo apresentando e considerando aceitaveis valores entre
80 a 120 de recuperacdo®?®8. O Unico ensaio de recuperagcdo que apresentou
resultados abaixo do esperado foi a amostra de levotiroxina, quando a molécula Cal

foi utilizada.

4.10.6 Efeito Matriz

O efeito matriz deve ser avaliado a fim de se garantir a compatibilidade entre
a resposta analitica fornecida pela amostra e pelo padrao utilizado para a
calibragéo, no caso de uma calibragdo externa utilizando padrées. Segundo a RDC
166/2017, deve-se construir duas curvas de calibragdo sendo uma utilizando a
substancia quimica de referéncia em um solvente e outra com a amostra fortificada
com a substancia quimica de referéncia. Ambas devem conter cinco pontos dentro
da linearidade e o coeficiente angular da curva de calibragédo externa e da curva de
calibracdo obtida pela adigdo gradual de analito na amostra devem ser
estatisticamente iguais, considerando significancia de 5 no teste de hipoteses 2.
Para isto, foi realizado o teste t-student e calculado o p-valor (probabilidade de
significancia, p) conforme a férmula (4.5.1.4) . Os resultados podem ser observados
na Tabela 12.

Uma vez que todos os valores de p foram superiores a 0,05, a diferenga
entre os coeficientes angulares das curvas construidas com o padrao aquoso e com

as amostras fortificadas nao sao significantes. Este resultado ja era esperado, uma
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vez que o ensaio de exatiddo (segado 4.5.4) apresentou valores dentro do aceitavel

para todas as moléculas testadas com ambas as amostras.

4.10.7 Robustez

Robustez é a capacidade de um método de resistir a pequenas e deliberadas
variagbes em seus parametro analiticos®?. Estatisticamente, a significancia destas
variacdes pode ser avaliada utilizando o Teste de Youden, que consiste em uma
matriz experimental, em que os resultados sédo avaliados e entdo é verificado ndo
apenas se a alteragcdo casou variagao significativa no resultado, mas também
ponderar o quao significativa foi essa alteracédo. Porém a ANVISA n&o exige a
aplicagao do Teste de Youden, mas sim que seja avaliada as variagbes dos
resultados por meio de um teste-t usando os mesmos critérios utilizados na exatidao
do método a ser validado (os experimentos devem ser feitos em triplicata em trés
niveis de concentragéo). Asecao IXda RDC 166/2017 também traz dois importantes
adendos: testes adicionais podem ser executados caso existam mais parametros
que possam afetar a robustez e que nao estdo descritos no Anexo Ill deste
documento, assim como os testes descritos podem nao ser executados, desde que

haja justificativa para isto 2.

Como nao ha nenhum teste para a espectrometria de absor¢ao atdémica ou
molecular descrito no Anexo lll, foram selecionados alguns paradmetros a serem
avaliados: temperatura de vaporizagao (de 2300 °C e 2500 °C para Cal, Srl e Bal,
de 1700 °C e 1900 °C para Inl), tempo na temperatura maxima da etapa de pirélise
(de 15 s a 25 s) e volume injetado de amostra (de 4 yL a 6 L e os resultados
calculados normalizados em relacdo a massa absoluta de iodo). Os testes foram
realizados em ftriplicata, utilizando amostras contendo as concentragdes
aproximadas de iodo de 190 mg L', 235 mg L' e 335 mg L' para levotiroxina, e
305 mg L', 350 mg L' e 450 mg L', para suplemento de iodo, respectivamente.
Os resultados foram comparados com os resultados obtidos pelos métodos

propostos. Os resultados obtidos estdo exibidos na Tabela 13.
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Os resultados obtidos para os niveis acima e abaixo do otimizado foram
considerados aceitaveis, levando em consideragdo a incerteza intrinseca dos
meétodos desenvolvido. A Unica ressalva fica por ponta do teste envolvendo a
temperatura de vaporizagcdo, em que a molécula de Inl apresentou uma variagao
significativa nos niveis estudados. Isto ja era esperado, uma vez que a molécula se
mostrou pouco estavel termicamente no estudo de temperaturas de pirdlise e

vaporizagao.

4.11 Aplicagdo do método

O método desenvolvido foi aplicado em duas amostras de medicamentos
com iodo na composig¢ao, ambos adquiridos em farmacias no Brasil. O suplemento
de iodo é apresentado na forma de capsulas de KI em meio de dleo de soja,
enquanto a levotiroxina é apresentada na forma de comprimidos de levotiroxina
sodica, amido de milho, esterato de magnésio, lactose e croscamelose sédica. Os
valores informados pelo fabricante e os valores encontrados com cada uma das

moléculas esta apresentado na Tabela 14.

As quatro moléculas diatbmicas apresentaram valores de concentracao
satisfatérios quando comparados com os valores informados. Uma vez que o iodo
nestes dois farmacos se apresenta de formas diferentes (iodo inorganico no
suplemento de iodo e iodo organico no suplemento de levotiroxina) o método
desenvolvido pode ser aplicado tanto em formas quimicas organicas e inorganicas
do analito, sendo necessaria apenas a observagdo das concentragcbes de
halogénios, e uma vez que essas concentragcdes sado conhecidas (como
previamente mencionado, existem diversos métodos para determinacao de fluor,

cloro e bromo por HR-MAS?), é possivel uma calibragéo por semelhanga de matriz.
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Tabela12 P-valor (p) para o teste de hipéteses para a verificagdo do paralelismo entre as curvas de calibragdo para
padrao aquosos de iodo (m) e em amostra fortificada de levotiroxina ou de suplemento de iodo (n), utilizando HR-GF MAS

via moléculas Cal, Srl, Bal, e Inl.

Cal Srl Bal Inl

Levotiroxina  0,0021 0,0019 0,37 0,023 0,023 0,74 0,0033 0,0032 0,74 0,0032 0,0033 0,42

Suplemento  0,0021 0,0020 0,56 0,023 0,022 0,87  0,0033 0,0032 0,39 0,0032 0,0031 0,69
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Tabela 13 Teste de robustez para os métodos desenvolvidos utilizando HR-GF MAS via moléculas Cal, Srl, Bal, e Inl.

Os parametros foram avaliados em um nivel abaixo do otimizado (-1), um nivel acima (+) e comparado com os resultados

obtidos para o parametro otimizado. Resultados normalizados em relacéo ao obtido com os métodos propostos.

Cal/ % Srl/ % Bal / % Inl / %
-1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1
Temperatura de vaporizacao 8 3 3 3 6 6 10 12
Tempo da etapa de pirdlise 7 6 6 6 5 7 5 7
Volume da amostra 8 7 5 5 5 6 4 3
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Tabela 14 Determinacgao de iodo via Cal, Srl, Bal e Inl em amostras de suplementos de iodo e levotiroxina usando HR-
GF-MAS e analise de amostra direta com calibragdo contra padrbes aquosos. Os valores representam a média de cinco
medidas £ SD, n = 5.

Amostra Cal/ mg g Srl/ mg g™ Bal/ mg g’ Inl / mg g™ Informado* / mg g
Suplemento de iodo 0,8 £ 0,1 0,8+0,1 0,9+0,1 1,0+0,1 0,8
Levotiroxina 1,7+ 0,6 1,2 10,2 1,2+0,2 1,4+£0,2 1,3

*Valores conforme indicado pelo fabricante
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Os métodos desenvolvidos se mostraram estaveis e passiveis de aplicagao
em amostras de farmacos, medicamentos ou outras matrizes que contenham
concentragdes baixas de outros halogénios, uma vez que a eficiéncia de geragao

da molécula de interesse é afetada pela presencga destes interferentes.

Ainda sobre a acdo de outros halogénios sobre as moléculas, este pode ser
um parametro importante na hora de escolher o método a ser utilizado. A molécula
de Inl seria a mais indicada para ser utilizada em amostras com um maior teor de
halogénios e matrizes volateis. Esta molécula apresentou a maior sensibilidade
entre todas, além de um dos mais baixos limites de deteccao entre as moleculas
estudadas. Contudo, ndo é indicada se esta amostra apresentar uma matriz
dificilmente eliminada em baixas temperaturas, pois a molécula Inl apresenta baixa

estabilidade térmica.

O método desenvolvido para a molécula Cal seria 0 menos indicado para
amostras contendo halogénios, uma vez que apresentou baixissima tolerancia a
estes interferentes. Esta molécula apresenta boa estabilidade térmica e sinais
analiticos intensos, mas apresentou baixa sensibilidade e pode levar a supressao

de sinal se as concentracdes de interferentes forem altas ou desconhecidas.

Ja a molécula Srl apresentou boa estabilidade térmica e uma tolerancia
relativamente alta a presenga de halogénios. Esta molécula também apresentou
baixos limites de deteccéo e quantificagao e a segunda maior sensibilidade entre os
métodos desenvolvidos. Embora possa sofrer interferéncias com altas
concentragdes de halogénios, em um geral o método desenvolvido para a molécula
Srl apresentou resultados que indicam ser um método de maior aplicabilidade,

guando comparado com os outros métodos desenvolvidos.

A molécula Bal apresentou alta estabilidade térmica e sensibilidade comparavel
a da molécula Srl, porém se mostrou sucetivel a interferéncias, mesmo com baixas

concentracdes dos halogénios. O método desenvolvido para esta molécula também
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apresentou os limites de deteccdo e quantificacdo mais altos entre todos os

meétodos desenvolvidos neste presente trabalho.
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5 CONCLUSOES

Foram desenvolvidos quatro métodos para a determinacao de iodo por HR-MAS
utilizando as moléculas Cal, Srl, Bal e Inl. Cada método conta com suas préprias
particularidades, podendo limitar o uso do método para amostras com quantidades
maiores ou menores de interferentes ou mesmo em termos de concentracdo de

analito.

A molécula Cal apresentou interferéncia em seu principal comprimento de onda.
Porém, pode ser contornada com a utilizagdo de iridio como modificador
permanente. Embora a presenca da molécula CaH nao tenha sido observada em
nenhuma das amostras, quando utilizado o método otimizado, cabe salientar que a
regido espectral utilizada no método proposto € passivel de interferéncia causada
pelo préprio reagente formador e em casos no qual a sensibilidade n&o é um fator
determinante, pode-se utilizar comprimentos de onda secundarios. Também foi a
molécula mais suscetivel a interferéncia por cloro, podendo ser um limitante para a

utilizacdo deste método.

As moléculas Bal e Srl ndo apresentaram interferéncias e mostraram boa
estabilidade térmica. Os resultados obtidos durante a validagao foram considerados
aceitaveis, sendo boas opg¢des para a determinagdo de iodo em amostras de
farmaco. A molécula Srl apresentou sensibilidade aproximadamente dez vezes
superior a molécula Bal, podendo este ser o critério de escolha entre os métodos.
A molécula Bal também se mostrou mais suscetivel a presenga de cloro, sendo esta

menos indicada em amostras que contenham o halogénio.

A molécula Inl apresentou resultados similares as molécula Cal e Bal em termos
de sensibilidade. No entanto, a baixa estabilidade térmica da molécula limita a
aplicagdo do método a amostras que nao sejam compostas por uma matriz
complexa, ja que a baixa temperatura de pirdlise tolerada pelo método sem perdas

significativas da resposta analitica pode nao ser suficiente para a eliminagao de
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concomitantes. Contudo, a molécula apresentou a maior tolerancia a presenca de

cloro.

Os métodos apresentados foram validados baseando-se no documento RDC
166/2017 da ANVISA. Todas as moléculas apresentaram resultados satisfatorios,
principalmente quando considerada as particularidades de cada método. A molécula
de Inl apresentou a maior precisdo, tanto no ensaio de precisdo intermediaria
guanto no ensaio de repetibilidade. A molécula Cal apresentou resultados n&o tao
precisos, mas a presenca de cloro no ar atmosférico pode ser a causa do problema,
uma vez que este método é afetado mesmo por pequenas concentracdes do

halogénio.

A exatiddo dos métodos propostos também foi verificada conforme os
parametros estabelecidos pela RDC 166/2017 e a aplicacdo do método foi realizada
em amostras de levotiroxina e de suplemento de iodo, sendo que os resultados
obtidos pelos métodos propostos foram comparados com os valores fornecidos
pelos fabricantes. Todas as moléculas alcangaram resultados considerados
aceitaveis levando em consideracao a incerteza intrinseca dos métodos propostos.
Quando comparados aos valores fornecidos pelo fabricante, todas as moléculas

obtiveram resultados estatisticamente aceitaveis a um nivel de confianga de 95.

Das possibilidades futuras para os métodos desenvolvidos, esta a utilizagao de
diferentes preparos de amostras, ou a combinagao de técnicas como a geragao
fotoquimica de vapor, a fim de se obter o isolamento do iodo, evitando interferéncias
causadas por halogénios ou outros componentes da matriz, permitindo assim a

utilizacdo de baixas temperaturas de pirdlise.

93



94

REFERENCIAS

Welz, B. & Sperling, M. Afomic absorption spectrometry. (Wiley-VCH, 1999).
doi:10.1002/9783527611690.

Welz, B., Lepri, F. G., Araujo, R. G. O., Ferreira, S. L.C., Huang, M. D., Okruss,
M. & Becker-Ross, H. Determination of phosphorus, sulfur and the halogens

using high-temperature molecular absorption spectrometry in flames and
furnaces-A review. Anal. Chim. Acta 647, 137-148 (2009).

Butcher, D. J. Molecular absorption spectrometry in flames and furnaces: A
review. Anal. Chim. Acta 804, 1-15 (2013).

Bernhard Welz, Helmut Becker-Ross, Stefan Florek & Uwe Heitmann. High-
Resolution Continuum Source AAS: The Better Way to Do Atomic Absorption
Spectrometry. (Wiley-VCH, 2005). doi:10.1002/3527606513.

Pena-Pereira, F., Lavilla, I. & Bendicho, C. Headspace single-drop
microextraction coupled to microvolume UV-vis spectrophotometry for iodine
determination. Anal. Chim. Acta 631, 223-228 (2009).

Rao, R. R. & Chatt, A. Microwave Acid Digestion and Preconcentration
Neutron Activation Analysis of Biological and Diet Samples for lodine. Anal.
Chem. 63, 1298-1303 (1991).

Zanatta, M. B. T., Nakadi, F. V. & da Veiga, M. A. M. S. Cal and Srl molecules
for iodine determination by high-resolution continuum source graphite furnace

molecular absorption spectrometry: Greener molecules for practical
application. Talanta 179, 563-568 (2018).

Schneider, M., Welz, B., Huang, M. D., Becker-Ross, H, Okruss, M. & Carasek,
E. lodine determination by high-resolution continuum source molecular

absorption spectrometry — A comparison between potential molecules.
Spectrochim. Acta - Part B At. Spectrosc. 153, 42—-49 (2019).



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

95

Linde, D. R. Handbook of Chemistry and Physics. vol. 130 (CRC PRESS,
2008).

Huang, M. D., Becker-Ross, H., Florek, S., Okruss, M., Welz B & Morés, S.
Determination of iodine via the spectrum of barium mono-iodide using high-
resolution continuum source molecular absorption spectrometry in a graphite
furnace. Spectrochim. Acta - Part B At. Spectrosc. 64, 697—701 (2009).

Hetzel, B. S. lodine deficience disorders (IDD) and their eradication. Lancet
322, 1126 — 1129 (1983).

Zimmermann, M. B., Jooste, P. L., & Panday, C. S. lodine-deficiency disorders.
The Lancet, 372(9645), 1251-1262. (2008).

Haldimann, M., Alt, A., Blanc, A. & Blondeau, K. lodine content of food groups.
J. Food Compos. Anal. 18, 461-471 (2005).

American Thyroid Association. lodine Deficiency.

https://www.thyroid.org/iodine-deficiency/.
Ministério da Saude-MS Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA.

Instituto Fiocruz. Problemas Causados pela deficiéncia de sais minerais.

http://www.fiocruz.br/biosseguranca/Bis/infantil/saisminerais.htm.
Soldin, O. P. Controversies in urinary iodine determinations. (2002).

United States Environmental Protection Agency. Methods for chemical
analysis of waters and waste. EPA 600/4-79/020 (1979).

Sandell, E. B., & Kolthoff, I. M. (1934). CHRONOMETRIC CATALYTIC
METHOD FOR THE DETERMINATION OF MICRO QUANTITIES OF IODINE.
Journal of the American Chemical Society, 56(6), 1426—1426. (1934).

Jopke, P., Bahadir, M., Fleckenstein, J., & Schnug, E. (1996). lodine



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

96

determination in plant materials. Communications in Soil Science and Plant
Analysis, 27(3—4), 741-751. (1996).

Altinata, A., Pekin, B., & Ulgi, S. Determination of iodine using a kinetic
method with an iodide ion-selective electrode. The Analyst, 102(1220), 876.
(1977).

Andrasi, E., Kucera, J., Bélavari, C., & Mizera, J. Determination of iodine in
human brain by epithermal and radiochemical neutron activation analysis.
Microchemical Journal, 85(1), 157-163. (2007).

Bichsel, Y., & von Gunten, U. Determination of lodide and lodate by lon
Chromatography with Postcolumn Reaction and UV/Visible Detection.
Analytical Chemistry, 71(1), 34—38 (1999).

Todoroy, T. I., & Gray, P. J. Analysis of iodine in food samples by inductively
coupled plasma-mass spectrometry. Food Additives & Contaminants: Part A,
1-9 (2016).

Mesko, M. F., Mello, P. A., Bizzi, C. A., Dressler, V. L., Knapp, G., & Flores, E.
M. M. lodine determination in food by inductively coupled plasma mass
spectrometry after digestion by microwave-induced combustion. Analytical
and Bioanalytical Chemistry, 398(2), 1125-1131 (2010).

Jamari, N. L. A., Dohmann, J. F., Raab, A., Krupp, E. M. & Feldmann, J. Novel
non-target analysis of fluorine compounds using ICPMS/MS and HPLC-
ICPMS/MS. J. Anal. At. Spectrom. 32, 942—-950 (2017).

Ozbek, N. & Akman, S. Determination of fluorine in milk samples via calcium-
monofluoride by electrothermal molecular absorption spectrometry. Food
Chem. 138, 650-654 (2013).

de Gois, J. S., Van Malderen, S. J. M., Cadorim, H. R., Welz, B. & Vanhaecke,

F. A comparison of laser ablation-inductively coupled plasma-mass



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

97

spectrometry and high-resolution continuum source graphite furnace
molecular absorption spectrometry for the direct determination of bromine in
polymers. Spectrochim. Acta - Part B At. Spectrosc. 132, 50-55 (2017).

Pereira, E. R., Merib, J., Cadorim, H. R., Schneider, M., Carvalho, G. S.,
Duarte, F. A. Welz, B., Menoyo, J. del C. & Feldmann, J. Development of a
fast screening method for the direct determination of chlorinated persistent
organic pollutants in fish oil by high-resolution continuum source graphite

furnace molecular absorption spectrometry. Food Control 78, 456—-462 (2017).

Antes, F. G., Dullius, E. da C., Ben, A. M, Rolf ,F., Paniz, J. N. G, Flores, E.
M. M. & Dressler, V. L. Development of a vaporization system for direct
determination of chlorine in petroleum coke by ICP-MS. Microchem. J. 109,
117-121 (2013).

Profrock, D. & Prange, A. Inductively coupled plasma-mass spectrometry
(ICP-MS) for quantitative analysis in environmental and life sciences: a review

of challenges, solutions, and trends. Appl. Spectrosc. 66, 843—-868 (2012).

Tabela periddica com espectro de emissdo dos elementos.
https://www.tabelaperiodica.org/tabela-periodica-com-espectros-de-emissao-

atomica-dos-elementos/.

Dittrich, K., Hanisch, B. & Stark, H. J. Molecule formation in electrothermal
atomizers: Interferences and analytical possibilities by absorption, emission
and fluorescence processes. Fresenius’ Zeitschrift fiir Anal. Chemie 324, 497—
506 (1986).

Dittrich, K., Hanisch, B. & Stark, H. J. Molecule formation in electrothermal
atomizers: Interferences and analytical possibilities by absorption, emission
and fluorescence processes. Fresenius’ Zeitschrift fiir Anal. Chemie 324, 497—
506 (1986).

Naozuka, J., da Veiga, M. A. M. S., Oliveira, P. V. & de Oliveira, E.



36.

37.

38.

39.

40.

41.

98

Determination of chlorine, bromine and iodine in milk samples by ICP-OES. J.
Anal. At. Spectrom. 18, 917-921 (2003).

Pereira, J.S.F., Mello, P.A., Moraes, D.P., Duarte, F.A., Dressler, V.L., Knap,
G. & Flores, E. M. M. Chlorine and sulfur determination in extra-heavy crude
oil by inductively coupled plasma optical emission spectrometry after
microwave-induced combustion. Spectrochim. Acta Part B At. Spectrosc. 64,
554-558 (2009).

Welz, B., Mores, S., Carasek, E., Vale, M. G., Okruss, M. & Becker-Ross, H.
High-Resolution Continuum Source Atomic and Molecular Absorption

Spectrometry --- A Review. Applied Spectroscopy Reviews - APPL
SPECTROSC REV vol. 45 (2010).

Pearse, R. W. & Gaydon, A. G. The Identification of Molecular Spectra.
(Chapman & Hall, 1963).

Geisler, S., Okruss, M., Becker-Ross, H., Huang, M. D., Esser, N. & Florek, S.
Spectrometer system using a modular echelle spectrograph and a laser-driven
continuum source for simultaneous multi-element determination by graphite
furnace absorption spectrometry. Spectrochim. Acta Part B At. Spectrosc. 107,
11-16 (2015).

Huang, M. D., Becker-Ross, H., Florek, S., Abad, C. & Okruss, M. Investigation
of high-resolution absorption spectra of diatomic sulfides of group 14 elements
in graphite furnace and the comparison of their performance for sulfur
determination. Spectrochim. Acta - Part B At. Spectrosc. 135, 15-21 (2017).

Nakadi, F. V., da Veiga, M. A. M. S., Aramendia, M., Garcia-Ruiz, E., &
Resano, M. Br isotope determination via the monitoring of CaBr transitions
using high-resolution continuum source graphite furnace molecular absorption
spectrometry. Potential for direct determination of Br in solid samples using
isotope dilution. J. Anal. At. Spectrom. 31, 1381-1390 (2016).



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

99

Cadorim, H., Gois, J. de, Borges, A. & Vale, M.G. Determination of fluorine in
copper concentrate via high-resolution graphite furnace molecular absorption
spectrometry and direct solid sample analysis—comparison. Talanta 176, 178—
186 (2017).

Schneider, M., Cadorim, H. R., Welz, B., Carasek, E. & Feldmann, J.
Determination of arsenic in agricultural soil samples using High-resolution
continuum source graphite furnace atomic absorption spectrometry and direct

solid sample analysis. Talanta 188, (2018).

Nomura, C. S., Da Silva, C. S. & Oliveira, P. V. Analise direta de sdlidos por
espectrometria de absorgao atdmica com atomizagcdo em forno de grafite:
Uma revisdo. Quimica Nova vol. 31 104-113 (2008).

Oliveira, E. de. Sample preparation for atomic spectroscopy: evolution and
future trends. J. Braz. Chem. Soc. 14, 174-182 (2003).

Pereira, R. M., Costa, V. C., Hartwig, C. A., Picoloto, R. S., Flores, E. M. M.,
Duarte, F. A., & Mesko, M. F. Feasibility of halogen determination in
noncombustible inorganic matrices by ion chromatography after a novel
volatilization method using microwave-induced combustion. Talanta, 147, 76—
81 (2016).

Enders, M. S. P, Gomes, A. O., Oliveira, R. F., Guimaraes, R. C. L., Mesko,
M. F., Flores, E. M. M., & Miiller, E. |. Determination of Chlorine in Crude Qil
by High-Resolution Continuum Source Graphite Furnace Molecular
Absorption Spectrometry Using AICI, InCl, and SrCl Molecules. Energy &
Fuels 30, 3637-3643 (2015).

Cadorim, H. R., Pereira, E. R., Carasek, E., Welz, B. & De Andrade, J. B.
Determination of sulfur in crude oil using high-resolution continuum source
molecular absorption spectrometry of the SnS molecule in a graphite furnace.
Talanta 146, 203-208 (2016).



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

100

Yeh, T. S., Hung, N. H. & Lin, T. C. Analysis of iodine content in seaweed by
GC-ECD and estimation of iodine intake. J. Food Drug Anal. 22, 189-196
(2014).

Grinberg, P., & Sturgeon, R. E. Photochemical vapor generation of iodine for
detection by ICP-MS. J. Anal. At. Spectrom. 24, 508-514 (2009).

Jaguaribe, D., Lopes, F., Espinola, J., Barreto, M. Clean ION-Exchange for
Selective Removal of Chloride and Potassium Using IXISS Effect.
http://imisrise.tappi.org/TAPPI/Products/FAL/FAL03174.aspx (2003).

Froes, R. E. S., Windmdller, C. C. & Silva, J. B. B. Emprego da Modjificagao
Quimica Permanente para a Determinagdo de Metais em Matrizes Diversas

por Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Forno de Grafite. Rev. Anal. 32—
43 (2006).

Volynsky, A. B. Mechanisms of action of platinum group modifiers in
electrothermal atomic absorption spectrometry. Spectrochimica Acta Part B:
Atomic Spectroscopy, 55(2), 103—150 (2000)..

Tsaley, D. L., Slaveykova, V. |., Lampugnani, L., D’Ulivo, A. & Georgieva, R.
Permanent modification in electrothermal atomic absorption spectrometry -
advances, anticipations and reality. Spectrochim. acta, Part B At. Spectrosc.
55(5), 473—-490 (2000) .

Ortner, H. ., Bulska, E., Rohr, U., Schlemmer, G., Weinbruch, S., & Welz, B..
Modifiers and coatings in graphite furnace atomic absorption spectrometry —

mechanisms of action (A tutorial review). Spectrochimica Acta Part B: Atomic
Spectroscopy, 57(12), 1835-1853 (2002).

Abad, C., Florek, S., Becker-Ross, H., Huang, M.-D., Buzanich, A. G., Radtke,
M., Lippitz, A., Hodoroaba, V.-D., Schmid, T., Heinrich, H.-J., Recknagel, S.,
Jakubowski, N., & Panne, U.). Zirconium permanent modifiers for graphite

furnaces used in absorption spectrometry: understanding their structure and



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

101

mechanism of action. Journal of Analytical Atomic Spectrometry, 33(12),
2034-2042. (2018).

Schneider, M., Pereira, E. R., de Quadros, D. P. C., Welz, B., Carasek, E., de
Andrade, J. B., Menoyo, J. del C., Feldmann, J. Investigation of chemical
modifiers for the determination of cadmium and chromium in fish oil and lipoid
matrices using HR-CS GF AAS and a simple “dilute-and-shoot” approach.
Microchemical Journal, 133, 175-181. (2017).

Pedro, J., Stripekis, J., Bonivardi, A., & Tudino, M Surface studies on graphite
furnace platforms covered with Pd, Rh and Ir as modifiers in graphite furnace
atomic absorption spectrometry of tellurium. Spectrochimica Acta Part B:
Atomic Spectroscopy, 107, 152—-158 (2015).

Heitmann, U., Welz, B., Borges, D. L. G. & Lepri, F. G. Feasibility of peak
volume, side pixel and multiple peak registration in high-resolution continuum
source atomic absorption spectrometry. Spectrochim. Acta - Part B At.
Spectrosc. 62, 1222—-1230 (2007).

Madelung, O. Landolt-Bérnstein Zahlenwerte Und Funktionen Aus

Naturwissenschaften Und Technik: Neue Serie. (Springer, 1987).

Pearson, R. G. PHYSICAL AND INORGANIC CHEMISTRY Hard and Soft
Acids and Bases. https://pubs.acs.org/sharingguidelines (1963).

Ozbek, N. & Akman, S. Formation of calcium monofluoride in graphite furnace
molecular absorption spectrometry, part | Interfference mechanisms of
competitive metals Ga, Al, Ba, and Sr. J. Anal. At. Spectrom. 33, 111-117
(2018).

Ribani, M., Grespan Bottoli, C. B., Collins, C. H., Fontes Jardim, I. C. S. &
Costa Melo, L. F. Validacdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos.
Quimica Nova. 27 771-780 (2004).



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

102

Ministério da Saude-MS Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA
RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA-RDC N° 23, DE 24 DE ABRIL DE
2013 (Publicada no DOU n° 23, de 25 de abril de 2013).

Garcia-Alegria, A. M., Gémez-Alvarez, A., Garcia-Rico, L., & Serna-Félix, M..
Validation of an analytical method to quantify serum electrolytes by atomic

absorption spectroscopy. Acta Universitaria, 25(3), 3—12. (2015).

Guilhen, S. N. Validagdo de Metodologia Analitica para a Determinagéo de
Mercurio Total em Amostras de Urina Por Espectrometria de Absorcéo
Atdmica com geragao de vapor a frio (CV-AAS). (Universidade de Sao Paulo,
2009).

Favre, H. A., Hellwinkel, D., Powell, W. H., Smith, H. A. & Tsay, S. S. C. Phane
nomenclature. Part Il. Modification of the degree of hydrogenation and
substitution derivatives of phane parent hydrides (IUPAC Recommendations
2002). Pure Appl. Chem. 74, 809-834 (2002).

Schneider, M., de Quadros, D. P. C., Welz, B., Carasek, E. de Oliveira Bastos,
D., Rurig, R. E. A novel extraction-based procedure for the determination of
cadmium in marine macro-algae using HR-CS GF AAS. Anal. Methods 9,
(2017).

Akhdhar, A. Schneider, M. Orner, A., Schultes, L., Raab, A., Krupp, M. E.,
Benskin, J. P., Welz, B., Feldmann, J. The use of high resolution graphite
furnace molecular absorption spectrometry (HR -MAS) for total fluorine
determination in extractable organofluorines (EOF). Talanta 209, 120466
(2020).

Resano, M., Aramendia, M. & Belarra, M. A. High-resolution continuum source
graphite furnace atomic absorption spectrometry for direct analysis of solid
samples and complex materials: A tutorial review. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry. 29 2229-2250 (2014).



103



7 ANEXO |

Artigo “lodine determination by high-resolution continuum source molecular
absorption spectrometry - Acomparison between potential molecules”. Referente ao
projeto da Tese de Doutorado. https://doi.org/10.1016/j.sab.2019.01.006

Spectrochimica Acta Part B 153 (2019) 4249

Contents lists available at ScienceDirect

Spectrochimica Acta Part B

¥

ELSEVIER Journal homepage: www.elsevier.com/locate/sab

Iodine determination by high-resolution continuum source molecular )
absorption spectrometry — A comparison between potential molecules

Mauana Schneider™”, Bernhard Welz""', Mao-Dong Huang®, Helmut Becker-Ross®,
Michael Okruss’, Eduardo Carasek”

 Departamenio de Quimica, Universidade Federal de Sanim Cataring, 85040 900 Horiandpolis, 5C, Brazi

® [ ditute Nacanal de C#nda e Tecnalogia do CNPg — INCT de Enargia & Ambiente, Universidode Faferal da Bahia, Salvador, BA, Brosil
“ Lelbmiz-Insiat fiir Analytische haftm - BAS - €.V, Dep Berlin, Schworrschildsir: 8, 12489 Berlin, Garmany

A Analytik Jena AG, Konrad-Zuse Sir. 1, 07745 Jena, Germany

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: This work presents an overview of four diatomic jodine molecules for iodine quantification by high-resolution
lading molecular absorption spectrometry, a comparison between the optimal conditions for Cal Sd, Bal, and Inl, the
High-resalution molecular sbsorption consequences of these parameters for the method development and the quantificat ion of indine in supplements
specirametry

using the diatomic molecules and a simple dilute-and-shoot sample prepamtion. The thermal behavior of 1 using
Ir, Pt, Zr and W as permanent modifier were studied and compared for each molecale. The concentrations of the
forming reagent and the nfluence of Cl & an interferent were also investigated. The absolute LOD and LOGQ
vahies found for lodine uwsing the Cal Srl, Bal, and Inl molecules were between 20ng - 60 ng and 60ng —200ng

Barhum m anokd ke
Strantium manododide
Calcium manadadile

Indium monalod ide

mespectively. The concentrations of iodine were in agreement with the producer’s stated values, and since there

was no significant interference in these samples for this diatomic molkecule, an

sohitions was posible,

with ag

1. Introduction

The direct determination of halogens by conventional atomic ab-
sorption spectrometry is not possible since their resonance lines are
below 190 nm in the vacuum-UV - a region that is not accessible by this
technique. An alternative for the atomic lines is the indirect determi-
nation via diatomic molecules, composed by the halogen and a mole-
cule-forming reagent (commaonly the salt of a metallic element) added
in excess, The diatomic molecule, formed in the gaseous phase, can
absarb radiation in the ultraviolet or visible wavelength range and, like
the absorbance of atoms, that of diatomic molecules also obeys
Lambert-Beer's law [1].

In the 1980s and 1990s, some works proposed the use of line-source
atomic absorption spectrometers for the determination of halogens,
using wavelengths emitted by a continuum source or a line source that
accidentally coindded with a molecular absorption band [2]; However,
this practice was susceptible to interferences since the spectral vicinity
was unknown and the available background correction systems failed
Thus, the low-resolution monochromator (with spectral resolution
arotind 0.1 nm) of line-soiiree atomic absorption spectrometers cannot

*Corresponding author.
E-mail address mawanaschnelderigmail com (M. Schneider).

separate eorrectly the fine stricture of the molecular bands. With the
advent of high-resolution continuum source atomic absorption spec-
trometry, the determination of hal ogens via diatomic mol ecular spectra
became possible due to the high-resolution monochromator system
(better than 2 pm/pixel at 200 nm), providing a much better wave-
length resolution, a high intensity xenon short-arc lamp emitting a
continuum between 1%0nm and 900 nm, and a CCD array detector,
which permits a three-dimensional view of the spectra and the spectral
vicinity [3].

These features made the determination of halogens possible with
low limits of detection o d with electroch I or classic
methods [4,5]. Several papers have been published describing the de-
termination of fluorine, chlorine and bromine using a series of metals as
reagents to form diatomic molecules with the halogens at high tem-
peratures provided by the electrothermal vaporization. For example,
Goils et al. [6] determined bromine in polymer samples by HR-CS 55-GF
MAS and compared the results with those obtained by LA-ICP-MS. The
limit of detection (LOD) achieved with MAS was 10 times lower than
that obtained by mass spectrometry. Morés et al. [7] used the molecular
bands of CaF to quantify fluorine in tea leaves and infusions with an
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Investigation of chemical modifiers for the
determination of cadmium and chromium in fish
oil and lipoid matrices using HR-CS GF AAS and a
simple ‘dilute-and-shoot’ approach
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Highlights

+ A simple method was developed for Cd and Cr determination in fish oil.

+ The “dilute-and-shoot “procedure involves just the dilution of the

sample in 1-propanol.

+ Cd and Cr can be determined using aqueous standard solutions for

calibration.

+ Low limits of quantification can be achieved due the low volume of

solvent compared to digestion.
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Abstract

This work proposes a simple method for the determination of Cd in macro-algae by high-resolution continuum
source graphite furnace atomic absorption spectrometry. An acid digestion procedure in a thermostatic bath
has been developed using only small volumes of HNO; and H,O,. The acid and oxidant concentrations as well
as the bath time have been optimized using multivariate analysis, aiming at a total extraction of the analyte
without spending much time with sample preparation. Ir has been employed as the permanent chemical
modifier for improving performance and sensitivity. The accuracy of the proposaed method has been evaluated
by comparison with inductively coupled plasma mass spectrometry after microwave-assisted acid digestion,
showing results without statistical difference (based on a t-test with a confidence interval of 95%). The results
were also compared with a certified reference material, BCR 679 (white cabbage), and the value obtained with
the proposed method did not show any statistical difference with the certified one. The limit of detection of the
method was 7.5 ng g-! Cd. The proposed procedure can be described as safe, reliable, fast, accurate and low-
cost, mainly when compared with microwave-assisted digestion, which demands a relatively large volume of

acids, specific instrumentation and significantly more time.
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Highlights
» Chlorine can be considered a proxy for persistent organic pollutants
(POPs).

« High-resolution molecular absorption spectrometry was used for Cl

determination.
» Chlorine has been determined in fish o1l for the production of Omega-3.

» A method has been developed that needs only dilution as sample

preparation.

+ A detection limit of 0.9 pg g™ in diluted fish oil has been obtained.
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Determination of arsenic in agricultural soil
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graphite furnace atomic absorption spectrometry
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Highlights

A simple method was developed for arsenic determination.
The method uses direct analysis with no extra sample preparation steps.

No interferences are found when the correct temperature program,

permanent modifier and number of evaluation pixels are set.
Arsenic levels can be determined with standard aqueous calibration.

Low limits of quantification can be achieved when compared with

microwave-assisted digestion, since the sample is not diluted.
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(Chlorophyta): Influence of temperature and
salinity on the uptake efficiency and toxicity of
cadmium

Eduardec Bastos * A B, Mauana Schneider b, Daiane Paula Cunha de Quadros B, € Bernhard Welz B, d, Manuela

Bernardes Batista © Paulo Antunes Horta |, Leanardo Rubi Rérig :,José Bonomi Barufif

E Show more

https://doi.org/10.1018/j.ecoeme.2019.01.130 Get rights and content

Highlights

112

Ulva ohnoi removes 81.3% of the Cd added.

Dose-dependent accumulation was observed in all factors and

combinations used.
FPositive GRs were observed at the lowest concentrations of Cd used.

Changes in parameters analyzed were observed at all concentrations of
Cd used.
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chemistry? Major, minor and trace elements in
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Highlights

High-quality dataset for Brazilian Amazon basin upland (terra firme,
oxisol) soil chemistry (65 elements)

+ Fully quantified major, minor and most (ultrajtrace elements (no PGE's)
+ Emerging pedogeochemical deforestation effects

+ Significant deviation from average world soil values (major, minor and

trace elements)
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10 ANEXO IV

Manuscritos de projetos iniciados durante o periodo de doutorado (2016 —
2020).

DA ROCHA, L. M., SCHNEIDER, M., CARASEK, E., VALE, M. G., WELZ, B.

Determination of aluminum in bovine liver samples by HR-CS GF AAS (revisao).

CADORIM, H. R., SCHNEIDER, M., CARASEK, E., WELZ, B. Determination of
sulfur in airborne particulate matter using direct solid sampling and high-resolution

continuum source graphite furnace molecular absorption spectrometry (manuscrito).

LOPES, D., SILVA, M., SCHNEIDER, M., WELZ, B., CARASEK, E. Determination of
hormones in urine by HF—MMLLE Associated with 96-WELL plate system and
HPLC-FLD detection (manuscrito).

AKHDHAR, A., HELLMANN, S., SCHNEIDER, M., ORME, A., KRUPPP, E., RAAB,
A., CARASEK, E., FELDMANN J. Determination of fluorine in tea samples via CaF

molecule by microwave-induced plasma optical emission spectrometry (manuscrito).

SCHNEIDER, M.; CADORIM, H. R.; LUVIZON, F., ROCHA, L. M.; WELZ, B,
CARASEK, E.; FELDMANN, J. Sequential determination of cadmium and mercury
in soil samples using high-resolution continuum source graphite furnace atomic

absorption spectrometry and direct solid sample analysis. (manuscrito).
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11 ANEXO XI

Relatorio final entregue ao final do projeto SWE — Doutorado Sanduiche,
referente aos trabalhos realizados na University of Aberdeen no periodo

compreendido entre junho a dezembro de 2018.

-

NIVERSITY

oFf ABERDEEN

—

Relatério Técnico Final SWE

Instituicdo no exterior: University of Aberdeen - Escdcia
Coordenador no exterior: Prof. Dr. Joerg Feldmann
Bolsista: Mauana Schneider da Silva

Processo n°: 206318/2017-0
Vigéncia: 01/06/2018 a 30/11/2018
Modalidade: Doutorado sanduiche - SWE
Periodo de referéncia do relatério técnico: 11/06/2018 a 08/12/2018.
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1. RESUMO DO PROJETO

Analise ndo-alvo de compostos perfluorados (PFCs) para a separagéo,
quantificacédo e identificagdo destes poluentes orgéanicos persistentes (POPs) em
efluentes domeésticos por meio de técnicas associadas, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (HPLC-ICP MS/MS) e caracterizagdo espectrometria de massas por
orbitrap e ionizagao por eletrospray (ESI-Orbitrap MS) além da quantificagao total
dos compostos perfluorados por espectrometria de absorcdo molecular de alta
resolucado (HR-MAS) no laboratério TESLA da University of Aberdeen, Escécia, sob

a supervisao do Prof. Dr. Joerg Feldmann.

A analise de compostos nao-alvo de PFCs oferece a possibilidade de
quantificacdo de compostos desconhecidos ou nao identificados, como metabdlitos
ou produtos de degradagdo, subprodutos de reagbes quimicas industriais ou
mesmo proveniente da utilizacdo dos PFCs em materiais anti-chama e anti-sujeira.
Para isto, instrumentos com a capacidade de separacdo e identificacdo dos
compostos sao necessarios, como o HPLC-ICP MS/MS. A cromatografia liquida
fornece a separacao dos compostos perfluorados e enquanto a espectrometria de
massas fornece a deteccdo para a quantificacdo das espécies perfluoradas. Estes
resultados, associados a ESI-Orbitrap MS serdo capazes de fornecer uma
caracterizagdo dos PFCs presentes na matriz, e uma vez que apenas uma pequena
parcela destes compostos tenha sua estrutura conhecida, a caracterizagao destes
compostos é de suma importancia para entender o comportamento destes POP no

meio-ambiente e 0s riscos que estes podem trazer aos seres Vvivos.
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2. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Analise nao-alvo de compostos perfluorinados por HPLC-ICP-
MS-MS e HPLC-Orbitrap-MS

Neste projeto foram estudados diversos métodos de preparo de amostra, a
fim de se encontrar uma forma de pré-concentrar esta classe de compostos,
tornando possivel a identificacdo e quantificagdo simultanea, utilizando
espectrometria de massas por orbitrap (Orbitrap-MS) e espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS-MS), apds separagdo Vvia
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Dentre os métodos de preparo de
amostra, a utilizacdo de extracdo em fase sdlida (SPE) foi a que apresentou
melhores resultados, apresentando boa separacao e remocao de interferentes, uma
vez que se tratavam de matrizes bastante complexas como agua do mar, agua de
rio e efluentes. Foi realizado o teste de adicdo e recuperacéo para estas matrizes
como forma de verificagdo da exatiddo do método proposto. Os resultados estao
sendo sintetizados para a confecgao de um artigo, uma vez que a utilizagdo da

técnica de ICP-MS para a especiacao de fluor é ainda pouco explorada.

2.2Estudo de modificadores quimicos para a determinagao de flaor

total em compostos perfluorinados por HR-GF MAS

Este projeto foi desenvolvido como ferramenta para o balango de massas
(fluor total) para a especiacdo de compostos perfluorinados (PFCs). Uma vez que
ha uma diferenga na resposta analitica para o fluor inorganico e flior de origem
organica (e também diferenga entre as diferentes espécies com diferentes grupos
funcionais), um longo estudo de modificadores quimico a fim de se obter
sensibilidade similar a todos os compostos estudados se fez necessario. Foram
estudados o comportamento térmico de 6 diferentes espécies de PFCs e uma
condi¢cdo compromisso, em que estes compostos apresentassem uma sensibilidade

semelhante foi encontrada. O método desenvolvido foi aplicado em diversos ;
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extratos obtidos por SPE para a quantificacdo de fluor total por espectrometria de
absor¢cdo molecular de alta resolucdo com forno de grafite (HR-GF MAS). Os
resultados foram sintetizados e um artigo cientifico foi confeccionado, estando ja

nas corregdes finais e logo deve ser enviado para publicagdo na revista Talanta.

2.3Determinacao de litio em amostras de esgoto por MP-AES

Uma parceria do laboratério TESLA com a estacao de tratamento de esgotos
de Aberdeen foi estabelecida para o desenvolvimento de um método rapido para a
determinacdo de litio em amostras de esgoto. Cerca de 110 amostras foram
analisadas a fim de se determinar a eficiéncia dos digestores da usina. O objetivo
académico deste projeto foi a familiarizagdo com a técnica de espectrometria de
emissado atébmica de plasma de micro-ondas (MP-AES), cujo a bolsista nunca teve
nenhum tipo de contato. Os resultados obtidos serao apresentados na forma de

pOster em um congresso de escopo pertinente.

2.4Determinagao de fluor em amostras de cha via molécula CaF por
MP-AES

Até o presente momento, nenhum artigo descreve a utilizagdo da técnica de
MP-AES para a determinagao de fluor, uma vez que as linhas de emissao deste
elemento se encontram na regidao do UV de vacuo. Baseando-se em métodos ja
disponiveis para a HR-MAS no qual uma molécula diatdmica é formada e suas
bandas de absor¢cdo sdo monitoradas, foi utilizado calcio como reagente formador
para a geracao em plasma da molécula de CaF, e suas bandas de emissao foram
entdo utilizadas para a quantificagao de fluor. Um método analitico foi otimizado e
aplicado para diversas amostras de cha. Os resultados obtidos por MP-AES foram
comparados com os obtidos por HR-GF MAS e se mostraram concordantes. Os
resultados obtidos estdo sendo sintetizados para a confecgdo de uma nota técnica

a ser publicada em um jornal cientifico.
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2.5Especiacao de mercurio em gas condensado por HPLC-ICP-
MS/MSutilizando extragao por SPE.

Um conhecido problema em industrias de gas e petréleo é a contaminagao
por mercurio. Como as diferentes espécies deste elemento apresentam n&o apenas
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, mas também diferentes niveis de
toxicidade, um estudo detalhado das espécies presentes em gas condensado se
faz necessario. Para isto, esta sendo desenvolvido um método de preparo de
amostras capaz de concentrar os compostos de interesse e tornar a amostra
compativel com o HPLC. Dois métodos estdo sendo comparados, a utilizagédo de
coluna compacta de silica e a utilizagado de cartuchos de SPE. Paralelamente esta
sendo desenvolvido um método para a determinagcéo de mercurio total nos extratos
por espectrometria de absorcao atbmica de alta resolugao com fonte continua em
forno de grafite (HR-CS GF AAS) para que se possa ter o balango de massas. Este
projeto ainda se encontra em fase de desenvolvimento, para entdo os resultados

serem sintetizados e publicados na forma de artigo em jornal cientifico.
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3 METODOLOGIA

120

3.1 Analise nao-alvo de compostos perfluorinados por HPLC-ICP-
MS-MS e HPLC-Obitrap-MS

Para este projeto foram utilizados trés instrumentos de modo simultaneo.
Um cromatografo liquido de alta eficiéncia 1290 HPLC (Agilent Technologies,
Santa Clara, Estados Unidos) hifenado simultaneamente a um espectrometro
de massas com plasma indutivamente acoplado 8800 ICPMS (Agilent
Technologies) e um espectrdmetro de massas por orbitrap LTQ orbitrap XL
(Thermo Fischer Scientific, Walthan, Estado Unidos) operando em modo
positivo. Agua ultrapura com resistividade maior que 18,2 MQ (Smart2 Pure,
Thermo Fisher Scientific,UK) foi utilizada para o preparo de todas as solugdes.
Os padrdes inorganicos de fluor foram preparados a do sal KF (Fisher Scientific,
Loughborough, UK). As solu¢cdes de bario foram preparadas a partir do sal
Ba(NOs), (VWR chemicals, Leicestershire, England). Os padrées de PFCs
foram preparados a partir dos compostos de grau de pureza analitica
1H,1H,2H,2H — Perfluorohexanol (4:2 FTOH), 1H,1H,2H,2H — Perfluoro-1
decanol (8:2 FTOH) e 1H,1H,2H,2H-Perfluorododecanol, (Flurochem Ltd,
Hadfield, Uk), acido perfluorooctandico (PFOA), (Sigma Aldrich St Louis Mo,
USA), acido perfluorohexanesulfénico e acido heptadecafluorooctanosulfénic
(PFOS), (Sigma Aldrich St Louis Mo, USA). As solugcdes estoque foram
preparadas em metanol (MeOH) (Merck, Darmstadt, Germany) e diluidas
conforme estudo. Argbnio com pureza 99.998% proveniente da BOC (Dublin,
Ireland). Para o preparo das amostras, acido formico 98% foi utilizado (Fishers
Scientific, Loughborough, UK), metil tert-butil éter (MTBE) (Merck), hidréxido de
amoénio (Merck) e metanol (Merck). Foram utilizados cartuchos de SPE WAX
OASIS (Waters, Milford, Estados Unidos), o sistema de vacuo Restek-12
(Thermo-Fischer, Pittsburgh, Estados Unidos) e a centrifuga VWR Megastar
600 (Avantor, New Jersey, Estados Unidos). Para a fase movel foi utilizado

acetonitrila (Merck) e agua ultrapura com tampéao acido férmico-acetato de



amonio (Sigma Aldrich). As amostras utilizadas neste projeto foram coletadas
pela bolsista e colaboradores na regido de Aberdeen. Aagua do mar foi coletada
na regiao litoranea da cidade. A agua de rio é proveniente do River of Dom,
préximo a University of Aberdeen (altura do Seaton Park) e Rive of Dee. Ja as
amostras de efluente, lodo de esgoto e esgoto foram obtidas na Nigg
wastewater treatment Works. Os parametros instrumentais para as analises via
HPLC-ICP-MS/MSestéo descritos na Tabela 3.1.1

Tabela 3.1.1. Parametros instrumentais para a analise dos extratos

obtidos das amostras agua de rio, agua do mar, esgoto e lodo de esgoto.

Agilent 1290 HPLC

Coluna Ace Excel 3 C-18 Amide (3 mm x 100
mm, 5 ym)
Eluente A Acetonitrila 10% em &agua + tampéao

acido férmico / acetato de amonia

Eluente B Acetonitrila 90% em &agua + tampao
acido férmico / acetato de aménia

Gradiente Tempo (min) A (%) B (%)
0.0 75 25
0.5 75 25
5.0 50 50
10 30 70
25 30 70
30 75 25
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Vazao 0,5 mL/ Min

Volume injetado 100 pL

Agilent 8800 ICPMS

Modo Orgénico
Poténcia de RF 1600 W
Posicao do amostrador 7,8 mm
Gas nebulizador (Ar) 0,77 L min-
Gas auxiliar (Ar/O5) 0,3 L min"’
Gas de reagao (O3) 1 mL min"’
Lente i6nica S-lens
Is6topos monitorados 325, 157BaF
LTQ Orbitrap
Modo negativo
Massas analisadas m/z 100 - 1000
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3.2.1 Estudo de modificadores quimicos para a determinacao de fluor total

em compostos perfluorinados por HR-GF MAS

Para este projeto foi utilizado um espectrémetro de absorgao atdémica de alta
resolugdo com fonte continua ContrAA 700 (Analytik Jena, Jena, Alemanha). Foi
utilizada atomizagédo em forno de grafite, com tubos de grafite com recobrimento
pirolitico e plataforma PIN integrada. Agua ultrapura com resistividade maior que
18.2 MQ (Smart2 Pure, Thermo Fisher Scientific,UK) foi utilizada para o preparo
de todas as solugdes. Os padrdes inorganicos de fluor foram preparados a do
sal KF (Fisher Scientific, Loughborough, UK). As solu¢cdes de caélcio foram
preparadas a partir do sal Ca(NOs3)2.4H,0O (VWR chemicals, Leicestershire,
England). Os padrdes de PFCs foram preparados a partir dos compostos de
grau de pureza analitica 1H,1H,2H,2H — Perfluorohexanol (4:2 FTOH),
1H,1H,2H,2H - Perfluoro-1 decanol (8:2 FTOH) e 1H,1H,2H,2H-
Perfluorododecanol, (Flurochem), acido perfluorooctandico (PFOA), (Sigma),
acido perfluorohexanesulfénico e acido heptadecafluorooctanosulfénic (PFOS),
(Sigma Aldrich). As solugbes estoque foram preparadas em metanol (MeOH)
(Merck) e diluidas conforme estudo. Argdnio com pureza 99.998% proveniente
da BOC . Para o preparo das amostras, acido férmico 98% foi utilizado (Fishers
Scientific), metil tert-butil éter (MTBE) (Merck), hidroxido de aménio (Merck) e
metanol (Merck). Foram utilizados cartuchos de SPE WAX OASIS (Waters), o
sistema de vacuo Restek-12 (Thermo-Fischer) e a centrifuga VWR Megastar 600
(Avantor). Para o estudo de modificadores permanentes foram utilizados Pd, Pt,
W (Merck) e Zr (VWR Chemicals). Mg (NOs), (Merck) foi usado na mistura com
paladio como modificador quimico em solugdo. As amostras utilizadas neste
projeto foram coletadas pela bolsista e colaboradores na regido de Aberdeen. A
agua do mar foi coletada na regido litoranea da cidade. A agua de rio é
proveniente do River of Dom, préximo a University of Aberdeen (altura do Seaton
Park). Ja as amostras de efluente e esgoto foram obtidas na Nigg wastewater
treatment Works. O programa de temperatura utilizado para a determinagao de

F total esta descrito na Tabela 3.2.1.
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Tabela 3.2.1 Programa de temperatura para a determinacéo de F. Vazéo de

gas maxima em todas as etapas, exceto a etapa de vaporizagéo.

Etapa T/°C Rampa /°C s Tempo /s
Secagem 1 70 6 15
Secagem 2 70 6 3

Pirdlise 700 300 10
Vaporizagao 1900 3000 5
Limpeza 2100 1000 5

3.3 Determinacgao de litio em amostras de esgoto por MP-AES

Para este projeto foi utilizado um espectrometro de emissdo atémica de
plasma de micro-ondas MP-AES 4200 (Agilent Technologies, Santa Clara,
Estados Unidos). Agua ultrapura com resistividade maior que 18,2 MQ Smart2
Pure (Thermo Fisher Scientific) foi utilizada para o preparo de todas as solugdes.
As solugdes de litio foram preparadas a partir do sal de LiINO3 (Sigma Aldrich).
As amostras foram preparadas utilizando acido nitrico 65% (Sigma Aldrich) e
peréxido de hidrogénio (Sigma Aldrich) e centrifugadas utilizando centrifuga
Megastar 600 (VWR). As amostras utilizadas neste projeto foram coletadas por

pela companhia de tratamento de esgoto (Nigg wastewater treatment Works).

3.4 Determinacgao de flior em amostras de cha via molécula CaF por MP-
AES

Para este projeto foi utilizado um espectrometro de emissao atémica de
plasma de micro-ondas MP-AES 4200 (Agilent Technologies). Agua ultrapura
com resistividade maior que 18,2 MQ obtida pelo sistema Smart2 Pure (Thermo
Fisher) foi utilizada para o preparo de todas as solugbes. Os padrbes de fluor
foram preparados a do sal KF (Fishers Scientific). As solugdes de calcio foram

preparadas a partir do sal Ca(NO3)2.4H,0 (VWR chemicals). Para a comparagao
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do método por HR-GF MAS, foi utilizada a mesma instrumentacéo do item 3.2 e
além de solugdes de fluor inorganico obtidas a partir do sal de KF (Fischer
Scientific). Amostras de chas foram adquiridas no mercado local de Aberdeen —

Escodcia.

3.5 Especiagao de mercurio em gas condensado por HPLC-ICP-

MS/MSutilizando extragao por SPE e por coluna empacotada de silica.

Para este projeto foi utilizado o espectrobmetro de massas com plasma
indutivamente acoplado 7900 ICPMS (Agilent Technologies) hifenado a um
cromataégrafo liquido de alta eficiéncia 1100 HPLC (Agilent Technologies). Agua
ultrapura com resistividade maior que 18,2 MQ (Smart2 Pure, Thermo Fisher) foi
utilizada para o preparo de todas as solucdes. Para as extragcdes em SPE foram
utilizados cartuchos de silica, C18, DSC-NH; e SCX (Waters, Milford, Estados
Unidos), o sistema de vacuo Restek-12 (Thermo-Fischer). Para as colunas
empacotadas foi utilizado silica para cromatografia Silica Gel 60 (Merck).
Solugdes metandlicas de metilmercurio, etil mercurio e cloreto de mercurio foram
preparadas e adicionadas as amostras (Sigma Aldrich). Argbdnio com pureza
99.998% proveniente da BOC (Dublin, Ireland). Para a analise qualitativa inicial
de mercurio nos extratos metandlicos, foi utilizado um instrumento um
espectrémetro de absorgao atdbmica de alta resolugao com fonte continua e forno
de grafite, ContrAA 700 (Analytik Jena). Foi utilizado tubo de grafite com
revestimento pirolitico e plataforma PIN integrada. Como modificador quimico
permanente, foi utilizada uma solugdo 1 g L' de Pd (VWR). Os parametros

instrumentais para a especiacao de Hg estdo descritos na tabela 3.5.1.
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Tabela 3.5.1. Paradmetros instrumentais para a analise dos extratos

obtidos por SPE e coluna de vidro empacotada de silica e amostras de gas

condensado.
Agilent 1100 HPLC
Coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB C-18 ( 4,6
mm x 150 mm, 5 ym)
Eluente A Acido férmico 0,1,00% em agua
Eluente B Acido férmico 0,25% em MeOH
Gradiente 100% A - 40% B eb 20 min
Vazao 1 mL/ Min
Volume injetado 30 yL

Agilent 7900 ICPMS

Modo

Gas nebulizador (Ar)

Gas auxiliar (O3)

Is6topos monitorados

Organico
0,95L/ min
5%

202Hg, 205T| (padrao interno)
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analise nao-alvo de compostos perfluorinados por HPLC-ICP-MS-MS e
HPLC-Obitrap-MS

O principal projeto referente a bolsa de doutorado sanduiche foi o estudo de
um método para a identificacdo de compostos perfluorinados em efluentes. Este
projeto envolveu o uso de instrumentos de ICP-MS para a especiagéo de F. Uma
vez que a energia de ionizagdo do F é muito alta, ndo € possivel gerar, em
quantidade significativa, a espécie F* no plasma de argbnio. Para isto, faz-se
necessario o monitoramento indireto do F, através da molécula de BaF. Este método
foi desenvolvido no laboratério TESLA e até entdo ndo havia sido aplicado em

amostras de maior complexidade, apenas em solugdes padrao.

O objetivo principal deste projeto foi encontrar um método de preparo de
amostra capaz de remover interferentes e concentrar os compostos perfluorinados,
compativel com os instrumentos de HPLC-ICP-MS/MS e HPLC-Orbitrap MS. Este
método foi aplicado em amostras de rio, efluentes, esgoto, lodo de esgoto e agua
do mar. Os extratos entdo foram analisados simultaneamente por HPLC-ICP-
MS/MS e HPLC-Orbitrap MS a fim de se confirmar a identidade das espécies de F.
O projeto esta em fase de conclusdo, sendo que alguns experimentos ainda estao
sendo executados na University of Aberdeen. Ao final de todos os experimentos, os

resultados obtidos serao sintetizados e um artigo cientifico sera confeccionado.

Todos os experimentos aqui apresentados, demandaram todo o tempo do
intercambio (6 meses), sendo que a maior dificuldade para a execugao do mesmo
foi 0 uso dos instrumentos, que era também utilizado por muitos pesquisadores.
Uma vez que era uma instrumentagdo bastante complexa, cara e delicada, todos
os experimentos feitos pela bolsista foram necessariamente acompanhados por um
pesquisador mais experiente, o que dependia da disponibilidade de outros

pesquisadores além da disponibilidade do instrumento. Durante o periodo da bolsa
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os instrumentos ficaram desativados por cerca de um més, por diversas razdes, o

que acabou atrasando a concluséo do projeto.
4.1.1 Preparo da amostra utilizando solventes organicos e ENVI-CARB

Em um primeiro momento, amostras de lodo de esgoto foram utilizadas. Para
isto, cerca de 0.5 g de amostra foram pesadas em tubos falcon de 15 mL. Um mix
de padrées de PFCs foi adicionado a fim de se enriquecer as amostras de forma
que se obtivesse concentragdes finaisde 2,5 mgL"a 7,5 mg L. As amostras foram
deixadas por cerca de 1 h sob temperatura ambiente para equilibrio entre matriz e
analitos. Apos isto, foram adicionados 5 mL de MeOH e 1 mL de uma solugéo de
NaOH a 0,2 mol L-'. As amostras foram agitadas por vortex por cerca de 1 minuto e
centrifugadas por 10 minutos a 3000 RPM. O supernadante foi separado e cerca de
0,15 g de ENVI-CARB foi adicionado a fim de se remover quaisquer compostos que
pudessem danificar a coluna cromatografica. A amostra foi novamente submetida a

centrifugagao e o supernadante foi mantido em frascos de vidro sob refrigeragéo.

As amostras foram analisadas via HPLC-ICP-MS/MS e HPLC-Orbitrap MS,
mas nenhuma das amostras preparadas forneceu qualquer sinal analitico. Sendo

assim, esta forma de preparo de amostra foi descartada.
4.1.2 Preparo das amostras de agua de rio, mar e efluente utilizando SPE

As amostras de agua de rio, agua do mar, as curvas de calibragao e efluentes
foram preparadas baseando-se na publicacdo de ZACS & BARTKEVICS (2016) Foi
utilizado. Cerca de 200 g de agua foram pesadas em baldes volumétricos. As
amostras foram enriquecidas com um mix de padrdes de PFCs (PFHxA (C6),
PFHpA (C7), PFOA (C8), PFDA (C10), PFOS e PFHxS) de forma que se obtivesse
as concentragdes finaisde 0,1 mg L', 5mg L"e 10 mg L. Ent&o, 100 yL de acido
formico foram adicionados a cada amostra. Estas foram centrifugadas por 10
minutos a 3000 RPM, e o supernadante foi adicionado a cartuchos OASIS WAX de

SPE, conforme descrito na sessao 4.1.4.
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4.1.3 Preparo das amostras de esgoto e de lodo de esgoto utilizando

SPE

Para as amostras de esgoto e lodo de esgoto, cerca de 10 g de amostra
foram preparadas baseando-se na publicagdo de ZACS & BARTKEVICS (2016) As
amostras foram homogeneizadas e pesadas em frascos falcon de 50 mL. As
amostras foram enriquecidas com um mix de padrdes de PFCs (PFHxA (C6),
PFHpA (C7), PFOA (C8), PFDA (C10), PFOS e PFHxS) de forma que se obtivesse
as concentragdes finais entre 0,5 mg L' e 10 mg L. Foram adicionados 5 mL de
MeOH e foi deixado a matriz entrar em equilibrio com os analitos adicionados por
cerca de 1h a temperatura ambiente. Apds equilibrio, as amostras foram agitadas
por vortex por 1 minuto, e submetidas a um banho de ultrassom por 30 minutos. As
amostras foram entao centrifugadas por 10 minutos a 3000 RPM e o sobrenadante

adicionado aos cartuchos OASIS WAX de SPE conforme descrito na sessao 4.1.4.

4.1.4 Condicionamento dos cartuchos e pré-concentragdo da amostra
por SPE.

Para o condicionamento dos cartuchos, 3 mL de uma solug¢do 1,00% de
NH4sOH em MeOH/MTBE (90:10 v/v), 3 mL de MeOH e 3 mL de agua ultrapura foram
adicionados a uma vazdo de aproximadamente 5 mL min'. Apds o
condicionamento, as amostras foram adicionadas aos cartuchos, na mesma vazao,
e em seguida os cartuchos foram lavados com 1 mL de uma solugdo 2% de acido
formico e 2 mL de MeOH. Os cartuchos foram deixados sob vacuo para secar por
30 minutos e apés isto, eluidos com 7 mL de MTBE. O eluato foi entdo deixado
secar sob fluxo de nitrogénio a 35 °C, e apds a secagem completa, as amostras

foram reconstituidas em 200 pyL de MeOH.
4.1.5 Preparo de amostras por extragdao Solido-liquido e Liquido-liquido

Para as amostras de esgoto e lodo de esgoto, cerca de 200 mg foram
pesados em tubos falcon e adicionados 500 yL de MeOH, 1 mL de MTBE e 1 mL
de uma solugdo 0,5 mol L' de TEAH e 0,25 mol L' de Na,CO3 (pH 10). As amostras
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foram enriquecidas com um mix de padrdes de PFCs a fim de se obter uma
concentragéo final de 5 mg L' e 10 mg L' e deixado repousar por 3h a fim de se
obter o equilibrio entre a matriz e os analitos adicionados. Apds isto as amostras
foram agitadas em vortex e em seguida centrifugadas. A parte organica foi removida,

deixada secar em fluxo de nitrogénio e reconstituida em 200 yL de MeOH.

Para a amostra de rio, foram adicionados a 200 mL de amostra, 4 mL de uma
solugdo 0,5 mol L' de TEAH e 0,25 mol L' de Na,CO; (pH 10) e 4 mL de MTBE. As
amostras foram enriquecidas com um mix de padrées de PFCs a fim de se obter
uma concentracgao final de 5mg L' e 10 mg L' e deixado repousar por 3h a fim de
se obter o equilibrio entre a matriz e os analitos adicionados. Apés isto as amostras
foram agitadas em vortex e em seguida centrifugadas. A parte organica foi removida,

deixada secar em fluxo de nitrogénio e reconstituida em 200 yL de MeOH.

As amostras foram analisadas via HPLC-ICP-MS/MS e HPLC-Orbitrap MS,
mas o fator de recuperacao foi baixissimo, apresentando sinal diferente do ruido
apenas para as espécies PFDA (C10) e PFOS. Sendo assim, esta forma de preparo

de amostra foi descartada.

4.1.6 Analise de amostras de rio por HPLC-ICP MS e Orbitrap-MS

Apos o método de preparo de amostra descrito na sessao 4.1.1 ndo se
mostrar eficiente na extracdo dos PFCs, um outro método de preparo de amostras,
baseado no descrito por Zacs et al. foi adotado. Para os testes iniciais, foram
utilizadas apenas amostras de rio, que foram enriquecidas com um mix de padrées
de PFCs e preparadas conforme a sessao 4.1.2. Uma curva de calibragao,
preparadas em agua ultrapura, também foi construida, a fim de se comparar o fator
de recuperacao das amostras de rio. Ressaltando que a concentragao referente a
curva de calibracdo obtida por SPE ndo esta considerando o fator de pré-
concentracao (200 mL de amostra concentrados em 200 uL, um fator de 1000). Os

cromatogramas da curva de calibracdo podem ser vistos na Figura 4.4.1.
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Figura 4.1.1. Cromatograma da curva de calibragdo em agua ultrapura obtidas por
HPLC-ICP-MS. (®) branco, () 1mgL", ()3 mgL", (®)5mgL"'e (®)10mgL".

A identificacdo de cada um dos compostos foi feita utilizando a comparacao
dos tempos de retengdo obtidos por HPLC-ICP-MS/MScom os fragmentos de
massas detectados simultaneamente por HPLC-Orbitrap-MS. Com a utilizagao
simultdnea de ambos os instrumentos de massa é possivel identificar e quantificar
as espécies de F. Com isto, foi possivel determinar uma pequena quantidade de
PFOA (C8) na amostra coletada no River of Dee (Figura 4.1.2 (a)). A equacéao da
reta e o coeficiente de determinagdo para cada um dos compostos estudados

podem ser observados na Tabela 4.1.1.
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Tabela 4.1.1. Parametros das curvas de calibracdo obtida por SPE em padrao

aquoso.
Composto Equacao da reta* R?2
PFHXA (C6) y=224.1x— 147.56 0,954
PFHpA (C7) y =243.2x—-107.32 0,933
PFOA (C8) y =218.84x - 10.194 0,970
PFHxXS y =128.57x + 78.198 0,986
PFDA (C10) y=217.73x + 41.874 0,980
PFOS y =217.28x + 10.603 0,975

*xemmg L

Aidentificagcdo destes analitos também pode ser feita monitorando o sinal de
enxofre. Uma vez que os acidos carboxilicos vao aparecer conforme o tamanho da
cadeia carbdnica, s6 se faz necessaria a identificagdo dos compostos com grupos

sulfénicos (Figura 4.1.2 (b)).
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Figura 4.1.2. Cromatogramas obtidos por HPLC-ICP-MS/MSa) para extragao a

partir de amostra do rio River of Don. b) para extracédo a partir de um padrao aquoso
de mix de 10 mg L' de PFCs.
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A partir da curva de calibracéo obtida pelo extrato dos padrdées aquosos, foi

calculado o fator de recuperacao para cada um dos PFCs. Os resultados estao

exibidos na Tabela 4.1.2

Tabela 4.1.2: Fator de recuperagéao para os PFCs em agua de rio (River of Don)

Composto 0 ppm 1 ppm 5 ppm
PFHXA (C6) <LOQ 184% 116%
PFHpA (C7) <LOQ 160% 106%
PFOA (C8) 0,99 ng g™’ 120% 103%
PFHxXS <LOQ 107% 121%
PFDA (C10) <LOQ 98% 100%
PFOS <LOQ 124% 143%

Para os dois primeiros compostos, o valor de recuperagéo foi acima do

aceitavel, a possivel razdo € a baixa intensidade de sinal analitico produzido por

estes compostos, 0 que torna a integragdo manual bastante complicada. Porém

todos os outros analitos apresentaram excelentes valores de recuperacao. Uma vez

gue o método de preparo de amostras se mostrou eficiente, com boa separagao
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entre os picos, e com bom fator de recuperacgao, foi entdo aplicado para as demais

amostras de rio, agua do mar, efluente, esgoto e lodo de esgoto.

4.1.7 Analise de amostras de rio, agua do mar, efluente, esgoto e lodo
de esgoto por HPLC-ICP MS e Orbitrap-MS.

Para este estudo, foram utilizadas amostras de agua de rio, agua do mar,
efluente, esgoto e lodo de esgoto. As amostras foram preparadas conforme as
sessbes 4.1.2 e 4.1.3. As amostras foram enriquecidas de forma a se obter as
concentragdes finais de 0,5 mg L' e 10 mg L-'. Uma curva de calibragédo de 1mg L-
1a 10 mg L foi construida utilizando o mix de padrées de PFCs em agua ultrapura
(Figura 4.1.3 (a)), e extraida conforme descrito na sessédo 4.1.2. Uma curva de
calibragéo a partir da injegao direta dos padrées de PFCs também foi construida a

fim de comparacgao (Figura 4.1.3 (b)).
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Figura 4.1.3. Curvas de calibragdo obtidas por HPLC-ICP-MS/MSa partir de a)
extragdo em agua ultrapura por SPE sendo (®) branco, (®) 1 mg L', (®)3mgL",
(®) 5mg L' e (®) 10 mg L".e b) injegdo direta de padrdao metandlico sendo(®)
branco, (®) 1 mgL", (®)3mgL", (®)5mgL"'e (®) 10 mgL".
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As equacdes da reta e os coeficientes de terminagcdo para cada um dos
analitos obtidas com a calibragdo por injecédo direta e por SPE estdo dispostos na
Tabela 4.1.3.

Tabela 4.1.3. Parametros das curvas de calibragdo obtidas por SPE de padroes

aquosos e por injegao direta (ID) de padrées metandlicos.

Analito  Equacdo dareta ID* R?ID Equacao da reta SPE* R? SPE
PFHxA  38,221x-13 0,999 y=37,045x + 40,742 0,991
PFHpA 34,607x + 5,9803 0,991 y=43,665x +-5,974 0,999
PFOA 40,73x - 10,335 0,995 y=40,557x + 8,6627 0,999
PFHxS  36,035x - 4,5531 0,978 y=42,463x + 4,281 0,999
PFDA 37,613x — 6,8492 0,994 y=31,258x+ 11,147 0,987
PFOS 42,442x - 13,424 0,990 y=37,481x+ 3,403 0,996
*xemmg L

Afim de comparagéo com a curva de injecao direta, a concentragao referente
a curva de calibragdo obtida por SPE nao esta considerando o fator de pré-
concentracao (200 mL de amostra concentrados em 200 uL, um fator de 1000). Os
coeficientes angulares se mostraram bastante semelhante para ambas as curvas,
o que indica que a fase solida utilizada para a extragao dos analitos é adequada. A
partir das curvas de calibragdo obtidas por SPE, foi calculado o coeficiente de
recuperacdo para cada uma das amostras estudadas: Agua de rio (River of Dee),

agua do mar, efluente, esgoto e lodo de esgoto. As amostras foram enriquecidas de
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forma a se obter as concentragdes finais de 0, 5mg L' e 10 mg L-'. Os resultados

obtidos estao dispostos na Tabela 4.1.4

Tabela 4.1.4 fator de recuperagao para as amostras de agua de rio, agua do mar,

efluente, esgoto e lodo de esgoto.

Amostra PFHxA PFHpA PFOA PFHXS PFDA PFOS
Agua de rio 5 mg L™’ 205% 134% 96% 160% 124%  87%
Agua de rio 10 mg L 54% 78% 93%  140% 135%  93%
Efluente 5 mg L™’ 54% 67% 65% 95% 93% 93%
Efluente 10 mg L 167% 143% 147% 147% 188%  165%
Esgoto 5 mg L' 143% 127% ND 208% ND ND
Esgoto 10 mg L™ 132% 70% 27% 87% 11% 16%
Agua do mar5 mg L 118% 115% 126% 75% 138%  66%
Agua do mar 10 mg L 23% 43% 50% 78% 77% 75%
Lododeesgoto5mgL' 23% 29% 24% 43% 45% 76%
Lodo de esgoto 10 mg L' 30% 28% 22%  53% 12% 28%

ND: Nao detectado

Em geral os fatores de recuperagcao foram dentro do aceitavel, quando

considerada a complexidade das amostras. A amostra de lodo de esgoto foi a que
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apresentou a menor taxa de recuperacao, o que condiz com o comportamento do
analito, que é facilmente adsorvido, uma vez que o lodo de esgoto € uma amostra
sblida. A amostra de efluente enriquecida com 10 mg L-' apresentou valores
significantemente maiores que o adicionado, embora o branco desta amostra ndo
tivesse apresentado sinal apenas para PFHxA (C6). As concentragbes de cada PFC
encontradas nas amostras de agua de rio, agua dor mar, efluente, esgoto e lodo de

esgoto podem ser observados na Tabela 4.1.5

Tabela 4.1.5. Concentragdes de PFCs em amostras de agua de rio (River of Dee),
agua do mar, efluente, esgoto e lodo de esgoto por HPLC-ICP-MS/MS

Amostra PFHXA PFHpA PFOA PFHxS PFDA PFOS
(ngg" (hgg” (ngg’) (ngg’) (ngg’) (ngg?)

Agua de rio 5,75 0,87 ND 1,76 ND ND
Aguadomar ND ND ND ND ND ND
Efluente 0,21 ND ND ND ND ND
Esgoto ND ND 32,8 33,7 ND ND
Lodo de 41,2 13,0 ND 51,1 ND ND
esgoto

ND: Nao detectado

Nao foi calculado o desvio das medidas pois cada analise foi feita apenas
uma vez devido ao tempo e a quantidade disponivel de amostra. Um estudo de
repetibilidade e reprodutibilidade esta sendo concluido na University of Aberdeen,

assim como o calculo dos parametros de meérito para o método desenvolvido.
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4.2 Estudo de modificadores quimicos para a determinagao de fluor total em

compostos perfluorinados por HR-GF MAS

Neste projeto, seis compostos foram selecionados para o estudo de
estabilidade térmica: os teldbmeros 10:2 FTOH, 8:2 FTOH e 4:2 FTOH além do acido
carboxilico PFOA e os acidos sulfénicos PFHxS e PFOS. Estes compostos foram
selecionados para representar diferentes classes de compostos perfluorinados,

uma vez que seria impossivel estudar todos os compostos conhecidos.

Este projeto tinha a previséo inicial de ser executado no Brasil, antes do
inicio da vigéncia da bolsa de doutorado sanduiche, fazendo parte do projeto
principal da bolsa de doutorado sanduiche no exterior. Porém devido ao alto custo
de aquisicdo dos padrdes necessarios, teve de ser totalmente executado na
University of Aberdeen, que possuia instrumentagdo e reagentes necessarios.
Foram dedicados 6 meses para o desenvolvimento e execugédo desse projeto, que
ocorreu em paralelo com o projeto principal da bolsa de doutorado sanduiche. O
seguinte projeto encontra-se finalizado, com manuscrito produzido em fase de

correcao pelo orientador no exterior.
4.2.1 Otimizagao do programa de temperatura

Devido a alta volatilidade dos teldmeros, um estudo da temperatura de
secagem se fez necessario. Para isto, as etapas de secagem foram otimizadas de
forma multivariada para as trés espécies de teldomeros estudadas. A Figura 4.2.1
mostra os resultados obtidos através de um planejamento Doehlert, no qual o tempo
de secagem e a temperatura foram estudadas simultaneamente para as duas

etapas de secagem.
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Figure 4.2.1. Superficie de resposta obtidas para um planejamento Doehlert. Para
a etapa de secagem 1: a) 4:2 FTOH b) 8:2 FTOH c) 10:2 FTOH. Para a etapa de
secagem 2:d) 4:2 FTOH e) 8:2 FTOH f) 10:2 FTOH. Todos os experimentos foram
executados utilizando 25 ng de F, Tpy: 900 °C, Tyap: 2000 °C em um tubo de grafite

utilizando W como modificador permanente.

Para a etapa de de secagem 1, a temperatura teve menor influéncia sobre
as espécies mais volateis, 4: 2 FTOH, sendo mais critica para 8: 2 e 10: 2 FTOH, o
gue mostra um aumento na resposta analitica em temperaturas mais baixas. O fato
de este parametro ndo ser significativo para 4: 2 FTOH pode ser interpretado como
sendo o intervalo de temperatura escolhido para este estudo nio ser o ideal para
este composto, porém temperaturas mais baixas ndao foram capazes de secar
satisfatoriamente o solvente. O tempo de espera mostrou maior influéncia na
resposta analitica, em que um maior tempo de espera produziu um sinal mais
intenso. O mesmo pode ser observado em todos os analitos estudados, e por essa

razao, a temperatura de secagem 1 foi fixada em 70 °C e mantida por 15 segundos.
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Ja para a temperatuda de secagem 2, foi obtido sinais com maxima intensidade
quando a temperatura e o tempo de seacagem foi minimo, para todos os analitos.
Por esta razdo, a temperatura de secagem 2 foi fixada em 70 °C e mantida por 5

segundos.

Para as etapas de pirdlise e vaporizagdo foram otimizadas de forma
univariada para todos os compostos estudados. Foram utilizados neste
experimento, 5uL de uma soluo de F 5 mg L' de cada composto e 5 uL de uma
soluo aquosa a 1,00% (m/v) de Ca. Os comportamentos térmicos de F-, PFOA,
PFOS, PFHxS, 10: 2 FTOH, 8:2 FTOH e 4: 2 FTOH foram investigados usando dois
modificadores permanentes diferentes: Pd e Zr; com e sem o modificador quimico,
Pd/Mg, em solucéo, e sem qualquer modificador, os resultados sdao mostrados na
Figura 4.2.2
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Figura 4.2.2 Otimizagdo do programa de temperature para os padrdes aquosos de
(m) F; (A)10:2 FTOH; (@) 8:2 FTOH; (A) 4:2 FTOH; (V) PFOA; (LJ) PFHXS e ()

PFOS. Todos os experimentos utilizaram 25 ng of F e a) 400 ug de Zr como

modificador permanente; b) 7,5 ng/ 5 yg da mistura dos nitratos de Pd/Mg em

solucéo; ¢) 400 ug de W como modificador permanente; d) sem modificador; ) 400

Mg de Pt como modificador permanente e f) 400 ug de Pd como modificador

permanente. Todos os estudos de temperatura de pirdlise tiveram a temperatura de
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atomizagéao fixa Tvap: 2000 °C e para otimizacdo da temperatura de atomizacao,

temperatura de pirdlise fixa Tpyr: 900 °C.

De acordo com os resultados obtidos, os compostos apresentaram
intensidades diferentes para a maioria dos modificadores quimicos, apresentando
uma condicdo relativamente similar apenas para W e Zr em temperaturas
especificas. Os teldbmeros 4:2 FTOH e 8:2 FTOH apresentaram baixissima
intensidade do sinal analitico quando comparados aos demais compostos
perfluorinados e por esta razdo foram descartados dos demais estudos, sendo o

método desenvolvido ndo apropriado para esta classe de compostos.

A fim de se evitar uma supressao de sinal devido a uma possivel quantidade
insuficiente de reagente formador, foi estudada a razdo Cal/F para os compostos
PFOA, PFOS, PFHXS e 10:2 FTOH. Uma vez que o grupo funcional poderia vir a
competir pelo reagente formador, cada composto foi analisado individualmente.
Razdes entre 0 — 14000 Ca/F (m/m) foram estudadas utilizando um tubo de grafite
recoberto com W, nas temperaturas de 600 °C e 1900 °C nas etapas de pirdlise e
vaporizagao respectivamente. Observou-se necessaria uma grande concentragao
em excesso do reagente formador, uma vez que este excesso desloca o equilibrio
quimico para o lado da formacdo das moléculas. Um aumento expressivo €&
observado até 4000 Ca/F e o aumento da intensidade analitica € observado de
forma sutil até 12000 Ca/F, onde entdo se torna constante até 14000 Ca/F. Uma vez
gue nao foi observado nenhum decréscimo e para garantir um excesso de reagente
formador nas diferentes concentragdes possiveis em amostras, a razao de 12000

Ca/F foi adotada como 6tima.
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4.2.2 Estudo da sensibilidade em padroes aquosos

Uma vez que nao foi possivel encontrar uma temperatura unica para todos
os maximos de intensidade, foi necessario adotar uma condigdo compromisso, no
gual todos os compostos respondessem analiticamente com a mesma intensidade,
desta forma evitando diferenga de sensibilidade entre os compostos o que pode vir
a levar a calibracdes errbneas. Por este motivo, duas condi¢gdes foram escolhidas
para o estudo de sensibilidade: W como modificador permanente e temperaturas de
700 °C na etapa de pirdlise e 1900 °C na etapa de vaporizagdo e Zr como
modificador permanente nas temperaturas de 600 °C na etapa de pirdlise e 1900 °C
na etapa de vaporizacdo. Todas as curvas de calibracdo foram produzidas no
intervalo de 1.5 ng — 5 ng e 50 ug de Ca como reagente formador. As temperaturas
de pirdlise e atomizagcdo de acordo com o método proposto. Os resultados foram
comparados com um meétodo ja descrito na literatura por MORES (2011). Os

resultados podem ser vistos na figura 4.2.3.

146



o
PN
(o]

1 ]
0,16 — ) a
-
= 0,14 - - A
= -
E 1 e i <
20,12 4 e e -
2 0,10 - _—
£ 0,08 T
< ] o e . o
0,06 — < P ¥
0,04 P
i *
0,02 T l T 'I T l T l T I T l T l T l T
0,2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0,9 1,0 1.1

., -1
Concentragao /mg L

0.30 —
-
- -
0.25 - - B
£ _ v
-E% 1 e
P 0.20 - ¥
€ v A
R _ -
.8 T
& 0.15 -
g v — —
2 1 =
< A
0.10 — < - P .
- ) —
- A P -
,_/_ — ‘7_0_ -
& —
0.05 -—— 77—
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1

Concentragdo /mg L™

Figura 4.2.3. Curva de calibragcao externa com padrées aquosos (H) F; (A)10:2
FTOH; (V) PFOA; (1) PFHxS e (*) PFOS em a) 400 uyg de W como modificador

permanente e temperaturas otimizadas (Tpy: 700 °C/ Tyap: 1900 °C) e b) sem
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modificador permanente, de acordo com MORES (2011) (Tpyr: 725 °C/ Tyap: 2250
°C).

Como observado, nao € possivel calcular F total proveniente de diferentes
espécies organicas sem o desenvolvimento de um método apropriado. Comparando
os coeficientes angulares das curvas obtidas com o método desenvolvido (Tabela
4.2.1) utilizando W ou Zr, & possivel observar maior semelhanga entre as
sensibilidades quando W ¢é utilizado como modificador permanente. Também é
possivel observar, que mesmo para o teldomero mais termicamente estavel, ndo é
possivel utilizar uma calibragdo unica em um mix de compostos contendo esta
classe de compostos. Por esta razdo, afirma-se mais uma vez que o método
desenvolvido ndo € apropriado para a determinacdao de F total em amostras

contendo teldbmeros.

Tabela 4.2.1. Coeficientes angulares de curvas de calibracdo externa com padrbes
aquosos obtidas utilizando tubos de grafite revestidos com Z e revestidos com Zr
nas condigdes otimizadas e os coeficientes angulares das curvas de calibragéao

externa com padrdes aquosos obtidas pelo método descrito por MORES (2011).

Composto w Zr MORES (2011)
F- 0,146 0,229 0,251
PFOA 0,140 0,104 0,113
PFOS 0,132 0,136 0,209
PFHxXS 0,132 0,179 0,184
10:2 FTOH 0,105 0,080 0,080
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Comparando os coeficientes lineares obtidos quando W foi utilizado como
modificador permanente, o padrdo de F inorganico, PFOA apresentou a menor
variagcao — 4%, enquanto o teldbmero 10:2 FTOH apresentou a maior variacao,
aproximadamente 30%. PFOS e PFHXS apresentaram a mesma sensibilidade, o
que pode indicar que o grupo funcional tem grande influéncia no comportamento
térmico, maior que questdes envolvendo a massa molar (500,13 e 400,11
respectivamente) ou mesmo o ponto de fusdo (145 °C e 245 °C respectivamente).
Este tipo de observacao é de alta importancia para o desenvolvimento da técnica
de espectrometria de absorcdo molecular, uma vez que pouco se sabe sobre os

mecanismos que ocorrem dentro do tubo de grafite em altas temperaturas.
4.2.3 Estudo da sensibilidade em padrées metandlicos

Uma vez que este método foi desenvolvido como ferramenta para o balango
de massas em especiacao de compostos perfluorinados, se faz necessario o estudo
das sensibilidades também em padrées metandlicos, uma vez que a maioria dos
métodos de extragcdo para esta classe de compostos tem por solucao final um
extrato alcodlico, compativel com instrumentos de HPLC. Para este estudo foram
produzidas curvas de calibragdes externas em meio metandlico, de 1,5ng—-5nge
50 pg de reagente formador Ca, utilizando as condi¢des otimizadas para cada
modificador permanente. Para este estudo, outros compostos foram adicionados,
uma vez que este método sera utilizado como ferramenta para o balango de massa
em especiagdes de F que tem estes como analitos. Os resultados podem ser

observados na Tabela 4.2.2.
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Tabela 4.2.2. Comparagédo dos coeficientes angulares das curvas de calibragdo

externa alcéolica produzidas nas condigdes otimizadas para cada modificador.

Composto W Zr

PFOA 0,089 0,127
PFOS 0,094 0,119
PFHxXS 0,099 0,018
PFHXA 0,097 0,125
PFHpA 0,076 0,086
PFDA 0,079 0,105

Os resultados obtidos para as curvas preparadas em metanol ndo seréao
comparados com o padrao de F- uma vez que sua concentragao é negligenciavel
num preparo de amostras para compostos organicos devido sua alta polaridade. Os
demais coeficientes angulares foram comparados com o obtido com a solugao
padrdao de PFOA. Todos os compostos estudados apresentaram variagdo menor
que 15% quando W foi utilizado como modificador quimico permanente. Ja para os
coeficientes angulares obtidos com Zr, foi observado uma grande variagdo no
coeficiente angular, principalmente para os compostos PFHxS e PFHpA, tornando
o modificador inapropriado para a determinacdo de F total em matrizes que
contenham estes analitos. Desta forma, W mostrou-se mais indicado para a

determinacgao de F total em compostos organicos.
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4.2.4 Parametros de mérito e determinagao de F total utilizando extratos

orgénicos obtidos por SPE.

As amostras foram preparadas de acordo com o preparo de amostra descrito
na sessao 4.1.2 ,no qual foram adicionados 200 mL de amostra com cerca de 5 ng
e 10 ng de F, a partir de uma mistura de compostos perfluorados (PFOA, PFOS,
PFHxS, PFHxA, PFHpA e PFDA) em cartuxos de SPE (OASIS WAX), que foram
eluidos e pré-concentrados a 200 uyL em metanol. Estas amostras foram diluidas
cerca de 100 vezes com MeOH para se ajustarem ao intervalo de trabalho. Uma
curva de calibragdo metandlica externa foi realizada com eluatos metandlicos de
SPE em uma faixa de trabalho de 0,5 ng - 10 ng F, a partir de padrbes aquosos de
PFOA. Para o método desenvolvido, utilizando pré-concentracido com cartuchos de
SPE, o limite de detecgao foi de 0,3 ng g' e o limite de quantificagao foi de 1 ng g-

'. Os valores de recuperagéo sdo mostrados na Tabela 4.2.3

Tabela 4.2.3 Ensaio de recuperacéao para F total em diferentes amostras preparadas
por SPE.

Amostra Nao-enriquecida Recuperagao 5 ng Recuperacéo 10 ng
Agua do ND 103% 80%

mar

Aguaderio 145+0,1ngg" 112% 101%

Efluente ND 136% 85%

Esgoto ND 68% 75%
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A taxa de recuperagcdo das amostras selecionadas foi satisfatéria,
principalmente quando se considera a complexidade das matrizes. As amostras de
esgoto tiveram a menor taxa de recuperagao - em torno de 70%. No entanto, essa
matriz complexa apresentou um alto nivel de sélidos dissolvidos. E bem conhecido
gue os compostos perfluorados sao facilmente adsorvidos, o que poderia explicar a
baixa taxa de recuperagao, uma vez que apenas o fluor presente no sobrenadante

€ quantificado.

4.2.5 Referéncias

Mores, S.; Monteiro, G.C.; Santos, F. Da S.; Carasek, E.; Welz, B.
DETERMINATION OF FLUORINE IN TEA USING HIGH-RESOLUTION
MOLECULAR ABSORPTION SPECTROMETRY WITH ELECTROTHERMAL
VAPORIZATION OF THE CALCIUM MONO-FLUORIDE CAF. Talanta. 85 (2011)
2681-2685.
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4.3 Determinacgao de litio em amostras de esgoto por MP-AES

Este projeto foi uma parceria da University of Aberdeen com a Nigg
Wastewater treatment, com o objetivo de verificar a eficacia de um de seus
digestores. A bolsista foi inserida como responsavel pela execug¢ao do projeto a fim
de se familiarizar com a técnica a ser empregada MP-AES. Dos desafios deste
projeto foi o curto espago de tempo disponivel para o desenvolvimento e aplicagao
do método, uma vez que a companhia de tratamento de esgoto tinha urgéncia nos
dados e as amostras ocupavam um grande volume na sala-fria, sendo de extrema
importancia o rapido descarte das amostras, que ndo poderiam ficar fora de
refrigeracdo. O tempo de planejamento, execugéao e tratamento de dados para este

projeto foi de duas semanas de dedicagéo exclusiva.
4.3.1 Preparo de amostra

Uma vez que o volume de amostras era consideravelmente alto (110
amostras) e os digestores de micro-ondas disponiveis no laboratério estavam sendo
utilizados pelos demais pesquisadores, foi necessario o desenvolvimento de um
método rapido, seguro e que nao dependesse de muita instrumentagéo. Para isto,
uma digestdo em aberto foi sumariamente otimizada. Foram utilizadas diferentes
concentragdes de acido nitrico e perdxido de hidrogénio (1:1, 2:1 e 1:2 em volumes
de 1 mL e 2 mL), que foram adicionadas diretamente na amostra e submetidas a
um banho térmico a 80 °C por 30 minutos. De forma qualitativa, observando quais
volumes e razdes dissolveram melhor a matéria organica presente na amostra, foi
adotado 2 mL de perdxido de hidrogénio e 2 mL de acido nitrico para 3 mL de
amostra, além de 50 uL de anti-espumante. Apos o banho térmico, as amostras
foram deixadas esfriar em temperatura ambiente e submetidas a centrifugagao por

5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi entao retirado e diluido para 50 mL.
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4.3.2 Determinacgao de litio em amostras de esgoto por MP-AES.

O sobrenadante diluido foi analisado diretamente por MP-AES, sendo
monitorada as trés principais linhas de emissao do litio (670.784 nm, 610.365 nm e
460.289 nm). A faixa de concentragéo das curvas de calibragédo foram de 5mgL"a
50 mg L. A equacgéo da curva e seu respectivo coeficiente de determinagéo e os
limites de detecgao (LOD) e quantificagéo (LOQ) (calculados como 3 e 10 vezes o
desvio padrao de 10 leituras do branco, divido pela inclinagdo da curva de

calibragéo) para cada comprimento de onda estdo descritos na tabela 4.3.1

Tabela 4.3.1 Parametros de mérito para a determinacgao de litio por MP-AES

Comprimento de onda Equacgéao da reta*® R? LOD/LOQ (mg L™

460,289 nm 460,64x +92,783 0,993 23177

610,365 nm 8141,9x - 3112,9 0,999 0,03/0,10

670,784 nm 13308x - 6491,8 0,993 0,003/0,010
*xemmg L

Uma vez que a linha de emissao 460,289 nm apresentou baixa sensibilidade,
com limites de LOD e LOQ incompativeis com a faixa de trabalho, a linha 670,784
nm apresentou um coeficiente de correlagdo um pouco mais baixo que a linha
610,365 nm, que apresentou melhores R? e LOD e LOQ compativeis com a faixa
de trabalho, e que por essas razdes foi selecionada para a quantificacdo das
amostras. Para garantir a exatiddo do método desenvolvido, um teste de adicao e
recuperacao foi realizado, apresentando taxas de recuperacgao entre 62% a 88%.

Os resultados deste ensaio sdo exibidos na tabela 4.3.2.
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Tabela 4.3.2 Ensaio de adigdo e recuperacado para a determinacido de litio em

amostras de esgoto por MP-AES.

Concentragao adicionada  Concentracéo recuperada % de recuperacao

18,93 11,82 62%
26,51 20,75 78%
33,73 29,67 88%

Os resultados obtidos para as 110 amostras foram apresentados a
companhia de tratamento de esgoto. Segundo os responsaveis por parte da
companhia, foram considerados satisfatorios para a elucidagao do desempenho dos

digestores.
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4.4 Determinacao de flior em amostras de cha via molécula CaF por MP-
AES

Este estudo foi executado em pareceria com outro bolsista do programa
ERASMUS, sendo parte de seu projeto de intercambio. Porém, devido ao curto
tempo deste (5 meses) acabou ficando inconcluso, sendo atribuido a bolsista a
responsabilidade de finalizar o projeto. Para a finalizacdo deste projeto, foi
necessario cerca de um més de trabalho, paralelamente aos dois projetos principais
(descritos nos itens 4.1 e 4.2). Dos principais desafios de trabalho foi a adaptagao
do instrumento para operar com duas entradas para solug¢des (uma para o reagente
formador e um para a amostra) de forma que a vazao utilizada ndo sobrecarregasse
ajuncao T (Figura 4.4.1) ou o nebulizador. E uma vez que o instrumento era utilizado
por varios alunos, a cada experimento era necessario trocar tubos e ajustar a vazao

novamente.

Figura 4.4.1. Juncado T.
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4.4.1 Preparo de amostra

Amostras de cha adquiridas nos mercados locais de Aberdeen foram
analisadas e o teor de F obtido com as infusdes determinado. Para isso, 2 g de cha
foram adicionados a um beaker, e adicionado 200 mL de agua ultrapura a 90 °C. As
amostras foram deixadas esfriar a temperatura ambiente e entdo centrifugadas e
seu supernadante analisado via MP-AES e HR-GF MAS.

4.4.2. Selecdo do comprimento de onda

Uma vez que até o presente momento nenhum trabalho envolvendo esta
instrumentacédo para a determinagdo de F via CaF, foi necessario avaliar qual o
melhor comprimento de onda a ser monitorado, levando em consideragédo nao
apenas a sensitividade, mas também a presenca de interferentes. Foram estudados
os comprimentos de ondas 330,9 nm, 529,9 nm, 606,5 nm, 685.6 nm, 703,7 nm e
720,2 nm. Embora alguns dos comprimentos de onda apresentassem maior
intensidade quando comparado ao comprimento de onda 529.9 nm, este foi o que
apresentou menor numero de interferéncias espectrais (Figura 4.4.2), e por esta
razao, foi fixado para os demais estudos. Uma vez que o havia pouco tempo para
demais estudos e investigagdes, nao foi aprofundado ou feito um estudo de

interferéncias mais complexo.
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Figura 4.4.2. Perfil do espectro de emissdo da molécula de CaF no intervalo de
529,3 nm a 530,7 nm. O perfil foi obtido utilizando uma solugdo 1000 mg L' de F e
20 mg L' de Ca.

4.4.3. Otimizagao da concentragcao de reagente formador

O fundamento da utilizacdo do MP-AES para a determinacao de F via CaF é
0 mesmo para a utilizagdo dos instrumentos de HR-CS AAS. Para que o F consiga
ser detectado por esse tipo de instrumentacdo, € necessario fazer de maneira
indireta, pelo monitoramento de moléculas diatbmicas formadas por F. Por esta
razdo, € necessaria a adicdo de um reagente formador, neste caso Ca. As
concentragdes de Ca foram otimizadas de 0 —30g L' De 0a 20 g L' (Figura 4.4.2),
houve um acréscimo significativo no sinal analitico, quanto de 20 g L-"a 30 g L
houve apenas um pequeno aumento. Para ndo comprometer o funcionamento da
tocha do plasma e do nebulizador, uma vez que o Ca precipita nestes componentes
em caso de solugdes muito concentradas, foi adotada a concentracédo de reagente

formador de 20 g L' como ¢6tima.

158



25000

20000 — /
-

15000 —

10000 —

Intensidade

5000 -

—5000 T T T T T T T T T T T T T

Concentragdo /mg L™

Figura 4.4.2. Estudo da concentragcédo de reagente formador Ca para a molécula de
CaF. O estudo foi realizado utilizando 50 mg L' de F e monitorando as bandas de

emissdo em 529,9 nm.
4.4.4 Parametros de mérito e aplicagao do método.

Os parametros de mérito para o método desenvolvido foram estudados,
monitorando a molécula de CaF no comprimento de onda de 529.9 nm. Os limites
de deteccéo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados como 3 e 10 vezes o
desvio padrao de 10 medidas do branco, divididos pelo coeficiente angular da curva

de calibragao. As figuras de mérito estdo exibidas na Tabela 4.4.1.

Tabela 4.4.1 Parametros de mérito para a determinacao de F via CaF por MP-AES

Faixa de trabalho Equacéo da reta* R? LOD/LOQ (mg L)

30 mgL"-1000 mg L’ 1,2439x + 29,581 0,999 25/8,3
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*:xemmg L’

O método desenvolvido foi aplicado em diversas amostras de cha adquiridas em
supermercados de Aberdeen — Escdécia. Os resultados obtidos por MP-AES foram
comparados com os obtidos através de HR-GF MAS, utilizando o método descrito
por MORES (2011). Conforme exibido na tabela 4.4.2.

Tabela 4.4.2. Determinagéo de F total em amostras de cha via CaF por MP-AES e
HR-GF MAS.

Amostra MP-AES / mg - L™ HR-GF MAS / mg - L™
Cha preto 1 22,2404 26,4+1,6
Cha preto 2 23,4+0,2 26,6+1,6
Cha preto 3 16,610,4 19,540,8
Cha preto 4 22,2+0,4 26,4+1,6
Cha preto 5 23,4+0,2 26,6+1,6

Um teste-t para comparagcdo das médias foi realizado, e dentro de um
intervalo de 95% de confianga, todos os resultados se mostraram significantemente
diferentes, porém a diferenca entre os valores obtidos foi muito pequena, em torno
de 15%.

Uma vez que os resultados obtidos ndao foram completamente satisfatérios,
este ultimo experimento deve ser repetido. Uma possivel raz&o para a discrepancia
nos valores pode ser o fato do instrumento de HR-CS AAS estar contaminado, uma
vez que outras analises envolvendo matrizes ricas em fluor haviam sido executadas

dias antes.
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4.4.5 Referéncias
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4.5 Especiagao de mercurio em gas condensado por HPLC-ICP-
MS/MSutilizando extragao por SPE.

Este projeto esta sendo realizado em parceria com um dos estudantes do
grupo TESLA, que tem como tese de doutorado a elucidagéo das espécies de Hg
presentes em amostras de gas condensado. Uma vez que as industrias de gas e
oleo sdo muito afetadas pela contaminagao de Hg, faz-se necessario ndo somente
a quantificacdo de mercurio total nestas amostras, mas também a especiacgio, de

forma a conseguir melhor lidar com este problema.

Para isto, um método de preparo de amostras capaz de separar e concentrar
as espécies de Hg precisa ser desenvolvido. uma vez que n&o € possivel aplicar as
amostras de gas condensado diretamente nos instrumentos de HPLC sem
comprometer a coluna. Este projeto foi iniciado no ultimo més da vigéncia da bolsa,
de forma que o projeto continua sendo executado na University of Aberdeen,
contando com o auxilio da bolsista por meio de instrugdes e discussdes de resultado

em conjunto com os demais pesquisadores envolvidos.
4.5.1 Escolha do método de extragao.

Em um primeiro momento, trés colunas de SPE foram investigadas: C18
funcionalizado por ditizona, DSC-NH; (fase de aminopropil polimericamente

ligada, um trocador de anion fraco) e SCX (um trocador de cation forte).

O cartucho C18 foi pré-condicionado seguindo um procedimento descrito por
YIN (2011). Cada cartucho foi lavado com 5 mL de metanol, 5 mL de 0,5 mol L'
de formiato de sddio-acido férmico (pH 4,0) e 4 mL de solugao de ditizona 0,05%.
A ditizona foi totalmente retida na fase extratora para se obter uma SPE
funcionalizada por ditizona. Em seguida, o cartucho de SPE foi lavada com 3 mL
de tampéo formiato de sédio formol 0,5 mol L' (pH 4,0) e 3mL 0,05 mol L' de
tampao formiato de sédio (pH 4,0) para manter o pH adequado. Contudo, quando

a amostra foi aplicada nos catuchos, houve a sangria da fase extratora, uma vez
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qgue o gas condensado tem baixa polaridade, solubilizando o mesmo. Desta forma,

nao foi possivel continuar os estudos com a coluna de C18.

Ja os cartuchos de DSC-NH; e SCX foram condicionados com 5 mL de
hexano seguido por 5 mL de metanol. Amostras de gas condensado (sem
enriquecimento e enriquecidas com Hg*? e MeHg) foram aplicadas aos cartuchos
e eluida com 3 mL de acetonitrila e 3 mL de MTBE. Apés eluicdo, as amostras
foram evaporadas em atmosfera de nitrogénio e reconstituidas com 1.5 mL de
MeOH.

Também foi feita uma outra abordagem, utilizando uma coluna empacotada
com silica, de acordo com esquema mostrado na Figura 4.5.1 (a). 10 mL da
amostra de gas condensado foi adicionada a silica gel, e eluida em etapas de 250
mL de diferente solventes (Figura 4.5.1 (b)). Cada uma das fragbes de diferentes
solventes foi separada, evaporada e reconstituida em 3 mL de MeOH e todas

foram analisadas individualmente.
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Figura 4.5.1. Esquema da extracdo por coluna empacotada. A) ilustracdo da

montagem da coluna de vidro. B) Ordem dos solventes utilizados na eluigéao.

4.5.2 Analise das extragoées utilizando SPE por HR-CS GF AAS e HPLC-
ICP-MS.

A fim de se estimar a eficiéncia de extracdo dos dois cartuchos SPE, as

amostras condensadas eluidas foram analisadas de forma qualitativa para Hg total
usando HR-CS GF-AAS conforme exibido na Figura 4.5.2.

164



0,6
0,5

04

0,3

0,2

oo |

DSC-NH2 s/ spike DSC-NH2 spike  SCX s/ spike SCX spike

Absorvancia integrada / s

Figura 4.5.2. Analise qualitativa dos extratos obtidos por SPE.

O cartucho de SCX apresentou o melhor desempenho nas extracoes.
Embora estes resultados nao sejam qualitativos, foi um screening inicial para saber
se os cartuchos seriam capazes de extrair e concentrar as espécies de Hg e evitar
a perda de um dia de trabalho nos instrumentos de HPLC-ICP-MS.

Uma vez que os cartuchos se mostraram eficientes para a extragcado de Hg, estas
foram analisadas por HPLC-ICP MS. O método utilizado para a realizagdo das
analises foi baseado em um trabalho reportado por KRUPP (2008). e os
cromatogramas obtidos com os diferentes cartuchos sédo exibidos na Figura 4.5.3.

Uma vez que ndo houve nenhuma derivatizagao das espécies de Hg, houve
a coiluicio do Hg*> e MeHg. Um novo estudo, utilizando APDC
(pirrolidinaditiocarbamato de amoénio) esta sendo desenvolvido, a fim de se resolver

o problema.
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Figura 4.5.4. Cromatogramas referentes as extragdes usando SPE a) Utilizando o
cartucho DSC-NH; b) Utilizando o cartucho SCX.

4.5.3 Analise das fragées obtidas por Coluna empacotada por HPLC-
ICP-MS

10 mL da amostra de gas condensado foi misturado com cerca de 20 g de
silica-gel e colocado sobre a coluna, que foi coberta com |a de vidro para evitar
perturbar a mistura durante a adicdo dos eluentes. Em seguida, a coluna foi eluida

com oito diferentes fracdes de 250 mL em crescente ordem de polaridade (lista de
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solventes mostrados na Figura 4.5.1 (b)). Para cada fragéo, o solvente foi evaporado
usando um Rotavap. De modo a proteger a integridade da coluna de RP-HPLC,
apenas as fracgdes de 5-8 foram reconstituidas em 3 mL de metanol e analisadas.
As fragcdes menos polares podem conter compostos que podem vir a danificar uma
coluna C18, devido a alta afinidade. Algumas fracgdes reconstituidas apresentaram
particulas, por essa razdo foram centrifugadas (3 min a 10 000 rpm) e o
sobrenadante analisado por HPLC-ICP-MS. Os resultados obtidos para cada uma

das fragdes analisadas pode ser observado na Figura 4.5.5.

VLC fragdo aquosa a VLC fragdo metandlica
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Figura 4.5.5. Cromatogramas obtidos para a amostra de gas condensado em

diferentes fragbes eluidas de uma coluna empacotada de silica. A) fragao 100%
agua. B) 100% MeOH. C) 50% MeOH e 50% acetonitrila. D) 100% acetonitrila.
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E possivel observar que a quantidade de espécies de Hg diminui & medida
que a polaridade da fragdo aumenta, o que significa que a maioria das espécies é
mais soluvel nos solventes menos polares. As fragbes de agua e MeOH contém
apenas especies que eluem no void peak, necessitando um melhor controle do
gradiente de fase moével ou mesmo uma derivatizagédo apds a extragdo, para a
melhor resolucéo dos picos. Se compararmos o espectro obtido para a fragdo de
MeOH/acetonitrila com os espectros obtidos para a injecdo direta dos padrdes de
Hg*? e MeHg (Figura 4.5.6), observamos que ambos coeluem no mesmo ponto do

cromatograma, em torno de 8 minutos.

Considerando que apenas estas duas espécies estdo coeluindo, acredita-se
gue o pico que aparece na fracdo de MeOH/acetonitrila, além do void peak,contém
a maior parte do Hg*? ou MeHg. Ja a fragdo de acetonitrila € mais complexa, com
pelo menos 6 picos, incluindo o pico vazio. E possivel observar o pico em
aproximadamente 8 minutos, que pode ser uma pequena porgdo de Hg*? ou
acetonitrila presente na amostra. Contudo os outros picos seguem sem
identificacao, fazendo-se necessario um estudo da composicéo destes. Esta sendo
desenvolvido um estudo destas fragdes utilizando HPLC-Orbitrap-MS, a fim de se

observar a possivel formula molecular destes compostos.
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Figura 4.5.6. Cromatogramas obtidos para a injegao direta de padrbes metandlicos
de a) Hg*? b) MeHg.

Dentre os proximos passos para este projeto, esta a comparagao da extragdo
por coluna compactada de silica com o cartucho de SPE de silica, utilizando as
mesmas fragdes de solventes. A importancia desta comparacgao se da no fato de os
cartuchos de SPE exigirem um volume muito menor de solvente, além da
possibilidade de se fazer varias extragcdes simultaneamente, utilizando aparato de
vacuo para multiplos cartuchos. Caso a eficacia seja a mesma, sera otimizado um

método de preparo de amostras baseado nesta forma de extragao.

A identificacdo dos picos encontrados na fracdo de acetonitrila também é
necessaria. Sera feito um estudo desta fracado por HPLC-Orbitrap-MS a fim de se

tentar identificar estes picos. Porém acredita-se que sera dificil a ionizacdo destes
169



compostos. Outra possibilidade € recolher as fracbes separadas pelo HPLC e
utilizar ressonancia magnética nuclear para Hg. Esta analise ndo pode ser feita na
University of Aberdeen, porém ha grupos colaboradores com o grupo de pesquisa

TESLA capazes de realizar esta analise.

As amostras menos polares serao analisadas para se quantificar as
concentragdes de Hg total. Caso se encontre altos teores de Hg, serdo analisadas
via HPLC em fase normal. Porém, a utilizacdo de HPLC em fase normal demanda
uma grande alteragdo nos instrumentos, uma vez que todos equipamentos
disponiveis operam em fase reversa. Sendo esta analise realizada apenas em caso

de valores significativos de organo-Hg.
5.5.4 Referéncias
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BY ICP-MS AND ESI-MS. Anal. Bioanal. Chem. 390 (2008) 1753—1764.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

5.1 Analise nao-alvo de compostos perfluorinados por HPLC-ICP-MS-MS e
HPLC-Orbitrap-MS

Este projeto se mostrou de grande importancia, pois até entdo ndo se tinha
nenhuma aplicagdo real da técnica de ICP-MS para a determinagdo de F, ou
mesmo, especiacédo de F em diferentes amostras (um artigo do grupo TESLA com

a especiacao de F em agua de rio foi recentemente publicado).

As matrizes estudadas sao de alta complexidade, com diferentes teores de
solido dissolvidos, diferentes caracteristicas fisico-quimicas e diferentes
concomitantes. Conseguir resultados satisfatérios para todas essas matrizes com
apenas um método de preparo de amostra € realmente impressionante e torna o
método desenvolvido de alta aplicabilidade. Mais estudos, incluindo o estudo de
reprodutibilidade, parametros de mérito e o balango de massas utilizando o método
desenvolvido para HR-MAS deveréo ser feitos na Aberdeen University, em parceria

com outros pesquisadores.

Uma vez que a extensao desse projeto foi realmente muito grande, abrangendo
varias amostras, sendo estudado diversos métodos de preparo de amostras, muito
poderia ter sido feito, porém, o tempo mostrou-se curto, principalmente devido a
baixa disponibilidade dos instrumentos, ja que boa parte dos pesquisadores
utilizavam um ou mais instrumentos necessarios para o projeto (que precisava do
ICP-MS, do HPLC e do Orbitrap-MS simultaneamente). No ultimo més do projeto o
instrumento de HPLC e de Orbitrap-MS ficaram fora de operagao por cerca de duas

semanas, o que impossibilitou a conclusdo adequada do projeto.

Mesmo com as limitagdes de tempo e acesso, foram obtidos muitos resultados
e estes foram bastante esclarecedores. Um artigo sera confeccionado assim que

todos os dados necessarios forem obtidos.
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5.2 Estudo de modificadores quimicos para a determinagao de fluor total
em compostos perfluorinados por HR-GF MAS

A analise do comportamento térmico de diferentes espécies de analito
em forno de grafite € algo ndo & algo muito explorado na literatura de absorgéo
atbmica, uma vez que a grande maioria das analises é feita para analitos, em sua
grande maioria, na forma inorganica, seja por ser a forma majoritaria na matriz, seja
pela forma do preparo de amostra que mineraliza os analitos (como a digestéao
assistida em micro-ondas).

O estudo de espécies de F é inédito e levanta novamente a questao de
gue os mecanismos de agao dos analitos em altas temperaturas no forno de grafite
continuam ndo esclarecidos. Pouco se sabe sobre as interagcbes dos analitos
comumente determinado por absorcdo atdmica. Sabe-se ainda menos sobre os
analitos determinados por absorcdo molecular. O fato de o mesmo analito se
comportar de formas tdo distintas dependendo da forma como esta inicialmente
ligado pode nos indicar que o processo de interagdo com os modificadores quimicos
se da desde a insercdao do analito, ndo apenas quando este esta na forma
elementar, ou mesmo em fase gasosa.

O método desenvolvido também se mostrou uma excelente ferramenta para
a determinagcdo de F total em extratos organicos analisados por métodos
cromatograficos, sendo essencial para se obter o balango de massa. A aplicagéo da
técnica com esta finalidade também é pouco explorada, podendo servir como

referéncia para futuros trabalhos.

5.3 Determinacgao de litio em amostras de esgoto por MP-AES

Embora o método tenha sido desenvolvido com poucas otimizagbes e em um
curto espago de tempo, se mostrou adequado para as analises requeridas. O
meéetodo ndo s6 apenas poupou tempo de preparo, uma vez que nao utiliza
digestores de micro-ondas (que além do tempo do programa, necessita de tempo
para resfriamento e limpeza) mas também resultou em economia de reagentes, pois

apenas um pequeno volume de perdxido de hidrogénio e acido nitrico foi utilizado.
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O instrumento de MP-AES, cujo a bolsista nunca teve nenhum contato (nem
mesmo teorico), se mostrou extremamente facil de ser operado, sendo uma
excelente alternativa para os espectrdmetros de chama, uma vez que oferece
limites de detecgao parecidos, com a vantagem de ser multielementar (sequencial),
nao necessitar de gases caros (trabalha com plasma de nitrogénio, que é obtido por
um gerador acoplado ao instrumento) e de alta frequéncia analitica, possuindo a
mesma limitacdo dos espectrdmetros de chama, que € a insercdo de amostra

somente liquidas, evitando-se solugcdes com sélidos dispersos.

5.4 Determinagcao de fluor em amostras de cha via molécula CaF por MP-
AES

A utilizagao de instrumentos de MP-AES para a determinacdo de F ainda nao
foi descrita na literatura, o que trds uma caracteristica de inovagdo ao projeto
realizado. Contudo, neste primeiro estudo, os limites de quantificagdo ficaram
aquém dos obtidos por instrumentos de HR-CS AAS. Como este trabalho trata-se
de ciéncia de base, acredita-se que em futuros estudos se consiga atingir limites de
quantificacdo menores e com isto tornar a técnica aplicavel em laboratérios de
rotina. O desenvolvimento deste método também é relevante para especiagdes de
F, uma vez que é possivel hifenar instrumentos de HPLC aos instrumentos de MP-
AES.

5.5 Especiagdo de mercurio em gas condensado por HPLC-ICP-
MS/MSutilizando extragao por SPE.

Este projeto ainda esta em fase de desenvolvimento na University of Aberdeen,
e serao necessarios cerca de 6 meses para finaliza-lo. Uma vez que o Hg é um
analito bastante dificil de se trabalhar, devido suas caracteristicas fisico-quimicas,
diversos estudos de reprodutibilidade sdo necessarios, além de se encontrar
maneiras para a redugao de efeitos de memoadria. Como estudos posteriores, esta a
comparagao entre os resultados obtidos por coluna empacotada de silica e
cartuchos de SPE de silica, com isso, a otimizagao dos solventes utilizados para a

extracdo, assim como a otimizagao dos parametros instrumentais. Com o método
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completamente otimizado, varias amostras de gas condensado serdo analisadas a

fim de se obter a especiagao de mercurio.

6. CONHECIMENTOS ADQUIRIDOS:
6.1. Aplicabilidade e incorporacao de novas técnicas

Os métodos desenvolvidos durante o doutorado sanduiche poderdo ser
utilizados para analises ambientais, uma vez a anélise de PFCs ainda é pouco
explorada no Brasil e no mundo. A utilizagéo dos instrumentos de HR-CS AAS para
a determinacdo de F total em extratos organicos abre um novo leque de
oportunidades de trabalhos em conjunto com grupos de cromatografia e outros
métodos de separagao, que fazem a especiagdo de compostos organoclorados e
organofluorados. Uma vez que estas anadlises costumam ser andlises alvo, a
utilizacdo de métodos para a determinagcdo dos teores totais de F traz a
oportunidade de se avaliar o quanto desta classe de compostos é realmente

conhecida e quantificada.

Ja a utilizacdo de HPLC hifenados com ICP-MS ainda é pouco explorada no
Brasil, quando comparado com outras técnicas de analise, sendo necessario
profissionais que saibam trabalhar com esse tipo de instrumentacdo. A especiagao
n&o apenas de F, mas também de outros elementos é de extrema importancia, uma
vez que interagdes com organismos e meio-ambiente € diretamente dependente,

tendo diferentes toxicidades, mobilidades e biodisponibilidades.

A possibilidade de HPLC e MP-AES trabalharem hifenados também pode
ser uma nova forma, ainda ndo muito explorada, de se obter analises de
especiagcdo com um baixo custo de aquisicao e operacional, ja que instrumentos
de MP-AES sado muito mais baratos que instrumentos de ICP-MS. Embora nao
apresentem limites de quantificagcao tao baixos quanto os instrumentos de ICP-MS,

para analises a nivel de ppm, pode ser uma alternativa viavel.

174



6.2. Geracao de produtos e processos

Os estudos envolvendo a utilizacdo dos instrumentos de ICP-MS para a
determinacao de F levantaram uma questdo a muito discutida — A limitacao destes
instrumentos para a determinagdo de halogénios. Uma vez que estes elementos
tém alta energia de ionizagéo, o plasma de argdnio n&o é capaz de formar espécies
X* em quantidade adequada para se obter baixos limites de detec¢do, quando
comparados aos outros elementos determinados por esta técnica. E possivel utilizar
plasma de hélio, mais quente, que forneceria energia suficiente. Porém o alto
consumo de gas e a necessidade de tochas especiais para suportar o calor tornam

a técnica proibitiva no ponto de vista econémico.

Ap0ds varios estudos, foi-se levantada a questdo de se produzir um ICP-MS
que operasse no modo negativo, o que permitiria a detecgdo dos halogénios com
limites de deteccao mais baixos. Uma companhia se mostrou interessada pela ideia
e o primeiro protétipo de um ICP-MS que opere no modo negativo esta sendo

desenvolvido.
6.3. Contribuigcao da participagdao no projeto para sua formagao

O projeto me deu oportunidade para desenvolver diversas habilidades ao
mesmo tempo. Enquanto em um projeto eu era a responsavel por instruir dois
estudantes (uma aluna do projeto de verao e um estudante de doutorado) devido
minha experiéncia em HR-CS AAS e HR-MAS, em outros projetos tive de aprender
tudo basicamente do zero (como no caso do MP-AES) ou quase do zero, como no
caso do projeto principal envolvendo HPLC-ICP-MS/MS e HPLC-Orbitrap MS. No
final da vigéncia da bolsa fui convidada a participar de um quinto projeto, que esta
sendo bastante desafiador, pois como ja estou de volta ao Brasil, estou ajudando
de forma remota, o que tem cobrado de mim um tipo de organizacdo e compromisso

gue normalmente ndo sdo cobrados no dia-a-dia de um laboratorio.

Embora eu tenha alguma experiéncia com preparo de amostras para

compostos organicos, minha formagao principal € com analise elementar. Isto
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também tem sido n&o apenas desafiador como muito interessante, ja que € uma
area que me desperta muito a curiosidade. Ter que aprender técnicas novas para
poder ajudar meus colegas da University of Aberdeen foi, e tem sido uma

experiéncia maravilhosa.

Com tudo isso, meus conhecimentos com preparo de amostra, com a
utilizacdo de instrumentos hifenados para a especiacdo, instrumentos para
caracterizacdo como o ESI-Orbitrap-MS, sobre como utilizar a Quimica Analitica
como ferramenta para a Quimica Ambiental, Arqueologia, Produgdo Quimica,
Alimentos, etc, e também o dominio da lingua inglesa aumentaram
exponencialmente apos o sanduiche. Com certeza todo esse conhecimento
adquirido ira auxiliar em minhas pesquisas no Brasil, e este conhecimento também

sera passado para meus colegas de trabalho.
7. PARTICIPAGAO EM EVENTOS TECNICO-CIENTIFICO E SIMILARES'

Até o momento nenhum dos trabalhos desenvolvidos durante a vigéncia da
bolsa foi levado a um congresso. Porém o projeto sobre determinagao de litio por

MP-AES sera levado para a reuniao nacional da SBQ este ano.

8. GERACAO DE PUBLICACOES ESTRITAMENTE RELACIONADAS A
BOLSA/VIGENCIA 2

Até o momento nenhum dos projetos foi publicado. Porém trés artigos e uma

nota técnica serdo confeccionados com os dados obtidos no projeto. Dentre eles, o

' O projeto "Estudo de modificadores quimicos para a determinagdo de fltor total em compostos
perfluorinados por HR-GF MAS” foi apresentado no XV Rio Symposium - Mendoza, Agentina, em
outubro de 2019

2 O projeto "Estudo de modificadores quimicos para a determinagdo de fltor total em compostos
perfluorinados por HR-GF MAS” foi publicado e esta exibido no Anexo Il.
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primeiro mencionado abaixo ja estd em fase de corregdo pelo orientado e sera

submetido a Talanta nas proximas semanas.

Schneider, M.; Akdhar, A.; Orme, A.; Schultes, L.; Raab, A.; Krupp, E.M.; Benskin,
J.P.; Carasek, E.; Feldmann, J. EFFECT OF DIFFERENT MODIFIERS ON THE
MEASUREMENT OF ORGANOFLUORINE COMPOUNDS USING HIGH-
RESOLUTION GRAPHITE FURNACE MOLECULAR  ABSORPTION
SPECTROMETRY. Manuscript (2019).

Ruhland, D.; Schneider, M.; Raab, A.; Carasek, E.; Feldmann, J.; Krupp, E.M.
SPECIATION OF MERCURY IN GAS CONDENSATE SAMPLES BY RP-HPLC-ICP-
MS/MS. A COMPARISON OF SOLID PHASE EXTRACTIOS. Manuscript (2020).

Schneider, M.; Nxumalo, T.N.; Raab, A.; Krupp, E.M., Feldmann, J. THE USE OF
RP-HPLC-ICP-MS/MS FOR FLUORINE SPECIATION IN ENVIRONMENTAL
SAMPLES USING SOLID PHASE EXTRACTION. Manuscript (2019).

Hellmann, S.; Schneider, M.; Akdhar, A.; Raab, A.; Krupp, E.M.; Feldmann, J. A
NOVEL METHOD FOR FLUORINE DETERMINATION IN TEA SAMPLES BY MP-
AES via CaF MOLECULE. Manuscript (2019).

177



		2020-05-12T11:39:31-0300


		2020-05-12T22:25:31-0300
	Florianopolis/SC
	Marcus Cesar Mandolesi Sa:05306896855
	I am approving this document




