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RESUMO

Este trabalho descreve, na primeira parte, o desenvolvimento de trés
metodologias analiticas que fazem a determinacdo de fluor, cloro e
bromo a partir de diferentes moléculas diatdmicas, tais como CaF, SrCl
e CaBr, respectivamente, formadas em forno de grafite (GF) e
guantificadas por espectrometria de absorcdo molecular de alta
resolugdo com fonte continua (HR-CS MAS). A primeira metodologia
descreve a determinacdo de fllor em amostras de carvdo utilizando
andlise direta de amostras solidas (SS). A segunda metodologia
descreve, pela primeira vez, o emprego da molécula SrCl na
determinacdo de cloro em amostras biolédgicas utilizando SS. O espectro
de absor¢do da molécula SrCl foi definido experimentalmente a partir de
calculos tedricos utilizando teoria do funcional da densidade dependente
do tempo (TD-DFT) e encontrado experimentalmente em 635,862 nm,
enquanto que zirconio e paladio foram avaliados como modificadores
guimicos permanentes. Por fim, a terceira metodologia demonstra a
determinacdo de bromo em amostras de carvdo utilizando SS. Este
trabalho aborda uma nova estratégia para a determinacdo de bromo
utilizando o reagente formador damolécula sem contato com a amostra.
A exatiddo de cada método foi avaliada utilizando diferentes materiais
de referéncias certificados e, no caso de cloro e bromo, as concentracGes
encontradas pelos métodos propostos foram ainda comparadas com a
técnica de espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
e vaporizacdo eletrotérmica (ETV-ICP-MS), mostrando boa
concordancia (test t-student, 95% de confianca) entre as duas técnicas de
comparagdo e entre os resultados encontrados para 0s materiais de
referéncia certificados. Além da efetiva contribuicio para a
determinacdo de cloro, também é importante destacar que estes
trabalhos estdo entre os poucos que utilizam SS como forma de
introducdo de amostra podendo ainda utilizar solugdes padrdo para o
preparo das curvas de calibracéo para a determinacao de halogénios.

A segunda parte do presente trabalho consiste no
desenvolvimento de uma metodologia para a determinacdo de arsénio
total em amostras de 6leo de peixe utilizando espectrometria de
absorcao atdmica de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite



(HR-CS GF AAS) e injecdo direta da amostra diluida apenas com 1-
propanol. Para isto, foi avaliada uma estratégia que fez uso da
combinagcdo de ruténio como modificador permanente e paléddio
adicionado em solucdo sobre a amostra a fim de encontrar um
comportamento similar para as espécies organicas e inorganicas
presentes na matriz lipidica. A segunda parte compreende ainda a
extracdo, isolamento e identificagdo de novas espécies de arsenolipideos
(AsLip), classe esta que inclui os &cidos graxos contendo arsénio
(AsFA) e hidrocarbonetos contendo arsénio (AsHC) provenientes de
amostras de dleo de peixe. As espécies de arsénio foram inicialmente
extraidas utilizando um material poroso de argilominerais (bentonita)
com posterior extracdo sequencial utilizando diferentes solventes
organicos, seguida de purificagdo a partir de separa¢do em coluna de
fase normal preenchida com silica gel. As diferentes fracfes resultantes
da etapa de purificacdo foram entdo submetidas a etapas de separacéo,
determinacdo e identificacdo de AsFA e AsHC utilizando as técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado combinadas online com
espectrometria de massa com ionizacdo por eletrospray (RP-HPLC-ICP-
MS/ESI-MS). Com o uso da bentonita como material adsorvente e a
estratégia de purificacdo a partir de cromatografia em coluna de fase
normal foi possivel a identificacdo de cinco novas espécies de arsénio,
sendo trés espécies de AsFA de cadeia média (As-MCFA) e duas
espécies de AsFA de cadeia longa (As-LCFA). A presenca de As-
MCFA nos extratos purificados levou & constatacdo da presenca de
espécies de arsénio conjugadas a estruturas de alta massa molecular, tais
como triglicerideos, pois, geralmente, espécies de baixa massa
molecular tais como MCFA ndo ocorrem como acidos graxos livres.
Esta constatacdo pode ser suportada a partir da analise dos extratos de
metanol que ndo passaram por nenhuma etapa de purificacdo e ndo
apresentaram sinais analiticos das respectivas espécies de As-MCFA.

Palavras-chave: haogénios; determinacdo direta; arsénio;
arsenolipideos.



ABSTRACT

This work describes, in its first section, the development of three
analytical methodologies, which demonstrate the determination of
fluorine, chlorine and bromine from of different diatomic molecules
such as CaF, SrCl e CaBr, respectively, formed in graphite furnace (GF)
and quantified by high-resolution continuum source molecular
absorption spectrometry (HR-CS MAS) and direct solid sampling
analysis (SS). The first methodology shows the determination of
fluorine in coal samples using SS. The second one describes, at the first
time, the use of the SrCl molecule in the determination of chlorine in
biological samples using SS. The SrCl molecular spectrum was
estimated preliminary using time-dependent density functional theory
(TD-DFT) calculations and found experimentally in the vicinity of the
most sensitive line at 635.862 nm, while zirconium and palladium were
evaluated as permanent chemical modifier. Finally, the third
methodology shows the determination of bromine in coal samples
employing SS. This work exhibits a new strategy for determination of
bromine using the molecule-forming reagent separated from the sample
in order to eliminate any interference. The accuracy of each method was
evaluated using certified reference materials, and in the chlorine and
bromine cases, the concentrations found with the proposed
methodologies were compared to those obtained by electrothermal
vaporization-inductively coupled plasma mass spectrometry (ETV-ICP-
MS) showing good agreement (confidence level of 95%) between the
both techniques and the certified values. Besides of the effective
contribution for the direct determination of chlorine, it is necessary
highlight in the fact that these works are among the few methodologies
which use SS as a sample introduction approach and could use aqueous
standers for calibration for the determination of halogens.

The second section consists of the development of a new method
for the determination of total arsenic in fish oil samples using high-
resolution continuum source graphite furnace atomic absorption
spectrometry (HR-CS GF AAS) and direct analysis. The method does
not use any sample pretreatment, besides dilution with 1-propanol, in
order to decrease the oil viscosity. In this way, a strategy that made use



of the combination of ruthenium as permanent modifier and palladium
in solution added over the sample has been evaluated in order to find a
similar behavior among the organic and inorganic arsenic species from
the lipid matrix. The second part further comprises the extraction,
isolation and identification of five new arsenolipids (AsLip), which
include the arsenic containing fatty acids (AsFA) and arsenic containing
hydrocarbons (AsHC) contained in the fish oil samples. The arsenic
species were extracted initially using an adsorbent of high porosity of
clay minerals (bentonite) with posterior extraction using different
organic solvents, followed by a clean-up step using normal phase
chromatography. The fractions from the clean-up stage were submitted
to separation, determination and identification of AsFA and AsHC by
reverse phase high-performance liquid chromatography coupled online
to inductively coupled plasma mass spectrometry simultaneously to
electrospray ionization mass spectrometry (RP-HPLC-ICP-MS/ESI-
MS). Using the bentonite as adsorbent material and the clean-up
approach from normal phase chromatography was possible the
identification of five new arsenic species, among them, three AsFA of
medium chain (As-MCFA) and two species of AsFA of long chain (As-
LCFA). The presence of As-MCFA in the clean-up extracts allowed the
speculation of arsenic species conjugated to organic structures of high
molecular mass, such as triglycerides, since species of low molecular
mass such as MCFA usually occur not as free fatty acids. This finding
could be supported from the analysis of methanol extracts which have
not been submitted to any clean-up procedure and showed no analytical
signal of the respective species of As-MCFA.

Keywords: halogens; direct determination; arsenic speciation;
arsenolipids.
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1 INTRODUCAO

1.1  Determnacéo de flGor, cloro e bromo utilizando espectrometria de
absorcdo molecular

1.1.1  Halogénios

Atualmente, os halogénios fluor, cloro e bromo estdo entre os
principais constituintes envolvidos em diferentes linhas de pesquisas,
principalmente pela gama de compostos que formam e pela alta
capacidade de serem liberados para a atmosfera através de processos
guimicos e/ou fisicos (XU, 2004; ZHANG et al., 2007). A toxicidade ou
essencialidade desses elementos tem sido explorada continuamente nas
Gltimas décadas com o intuito de explicar o comportamento desses
elementos no meio ambiente e nos seres humanos (MELLO et al.,
2013).

O fldor é o mais reativo dos elementos quimicos e possui forte
tendéncia em adquirir carga negativa para entdo formar compostos com
um grande ndmero de cations, 0s quais podem ser encontrados em uma
variedade de minerais. A distribuicdo de fllor na atmosfera esta
associada a atividades vulcanicas e/ou queima de substancias, por
exemplo, o carvdo mineral, a qual pode gerar diferentes espécies
reativas, tais como HF, SiF, e CF, provenientes da combustdo, sendo
estas altamente tdxicas apés liberadas para a atmosfera (BETTINELLI,
1983; LIU et al., 2006). Embora o fldor seja essencial para 0s seres
humanos, em elevadas concentracdes pode ser toxico. O excesso de
flior pode bloquear diferentes enzimas e causar diversas desordens
imunoldgicas, problemas gastrointestinais e fluorose dssea, sendo esta
Gltima uma das maiores causas de mortalidade em diferentes regides do
mundo (KONIECZKA et al., 2000).

O cloro esta entre os vinte elementos mais abundantes na crosta
terrestre e tem sido muito empregado na inddstria quimica para a
producdo de diferentes produtos manufaturados, bem como na producédo
de pesticidas (herbicidas fungicidas e inseticidas), os quais estdo,
geralmente, associados a moléculas organicas de alto peso molecular
e/ou anéis aromaticos condensados (organoclorados) (DEBORDE et al.,



34

2008). Em sua forma ibnica ndo apresenta risco a salde, no entanto,
guando ligado a compostos organicos pode se tornar um contaminante
de elevada toxicidade, persistente e de facil bioacumulagdo em plantas e
animais devido a alta lipofilicidade. Ainda, o cloro, devido ao poder
oxidante de algumas espécies reativas, ser toxico em elevadas
concentragBes, podendo causar irritagfes nas membranas mucosas e
pulmonares, além de lesbes graves nos olhos, nariz e garganta
(BOZEMAN et al., 2002; DEBORDE e VON GUNTEN, 2008).

Diferentemente do fltor e do cloro, ndo sdo conhecidas funcdes
essenciais do elemento bromo nos seres humanos. Em termos de
poluicdo ambiental, este halogénio ganha destaque dos demais, pois
guando liberado em sua forma elementar reage com atomos de
hidrogénio para formar HBr, sendo este altamente tdxico (HEEB et al.,
2014). Sua concentragdo crescente na atmosfera tem sido relacionada ao
efeito estufa devido a danos significativos na redugéo de ozénio, efeito
este maior do que o causado pelo cloro (YUNG et al.,, 1980). No
homem, elevadas concentracbes de bromo tém sido relacionadas a
diversas doencas carcinogénicas e até mesmo a depressdo (PAVELKA
et al., 2002).

Devido a importancia destes elementos para a salde e para 0
meio ambiente, torna-se evidente o desenvolvimento de métodos
analiticos capazes de identificar e quantificar, com relativa exatiddo, a
concentracdo desses elementos em matrizes industriais, fluidos
corporais, biolégicas, ambientais e, principalmente, em matrizes
utilizadas na produgdo de energia que dependem de etapas de queima,
como, por exemplo, o carvdo mineral. Métodos analiticos acurados e
precisos possibilitam decisbes e estratégias capazes de inibir possiveis
contaminagGes ambientais, contribuindo significativamente para a
melhora da satide humana e controle do meio ambiente.

Diferentes métodos analiticos para a determinacdo de halogénios
podem ser encontrados na literatura. Dentre eles, podem ser encontrados
métodos que empregam a espectrofotometria de absor¢do molecular na
regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (ZHU et al., 2005; GAO et al.,
2007), métodos eletroanaliticos que fazem uso de eletrodo ion-seletivo
(ISE) (DRESSLER et al., 2003), espectrometria de fluorescéncia de
raios X (XRF) (STURGEP et al., 1985; RAGGI et al., 1990; LAURSEN
et al., 1998) e ainda métodos baseados em cromatografia de ions (IC)
acoplada a detectores por condutividade (NOGUCHI et al., 2009).
Técnicas que utilizam plasma para ionizacdo destes elementos, tais
como espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) e espectrometria de emissdo Optica com plasma
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indutivamente acoplado (ICP OES), apresentam grandes dificuldades
nas determinacGes de halogénios, principalmente devido as altas
energias de ionizagdo dos elementos comparada a energia de ionizagdo
do argbnio, o gas geralmente empregado para geracdo do plasma. Além
disso, no caso da técnica de ICP OES, as linhas de emisséo dos
halogénios fldor, cloro e bromo se situam na regido de ultravioleta-
vacuo (VUV), regido esta inacessivel aos detectores atuais. Problemas
similares sdo encontrados para a técnica de espectrometria de absorcao
atbmica (AAS), pois, assim como as linhas de emissdo dos elementos,
as linhas de absorcdo estdo situadas na regido do VUV.

Quando passiveis de determinacdo pelas técnicas instrumentais
citadas acima, em sua maioria, essas técnicas necessitam que a amostra
seja previamente solubilizada a partir de um método de preparo de
amostra. Métodos como pirohidrolise (DRESSLER et al., 2003) ou
combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) (FLORES et al., 2008), tém
sido muito bem descritos na literatura. Entretanto, até mesmo o uso
desses métodos de preparo torna a determinacdo destes elementos um
desafio analitico, pois além de serem métodos dispendiosos, a amostra €
diluida de tal forma que o elemento pode ndo ser mais detectado pela
técnica de quantificacdo empregada. Outro fator que desfavorece a
utilizacdo de etapas extras de preparo é a contaminagdo da amostra
devido ao uso de reagentes quimicos e materiais empregados.

De forma geral, as técnicas instrumentais supracitadas que
permitem a determinagdo de fllor, cloro e bromo séo técnicas
complementares. Ou seja, nenhuma delas pode ser empregada com
relativa exatiddo para os trés elementos sem limitacOes, seja por conta
de intereferentes na etapa de determinagdo ou pela alta faixa de
concentracdo necessdria para quantificacdo. Busca-se desta forma,
técnicas instrumentais capazes de fazer a determinacdo desses
halogénios com relativa precisdo e exatiddo e, se possivel, com o
minimo preparo de amostra previamente as determinagdes.

1.1.2  Espectrometria de absor¢do molecular
A espectrometria de absor¢do molecular (MAS) foi proposta

inicialmente por Haraguchi e Fuwa (HARAGUCHI et al., 1975). Os
autores utilizaram espectros de absor¢do molecular de diferentes
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halogénios, tais como fltor, cloro e bromo, obtidos a partir de moléculas
diatdbmicas de indio formadas em chama utilizando um equipamento de
AAS convencional. Mais tarde, Dittrich et al. (DITTRICH, VORBERG,
et al., 1984) demonstraram ser possivel a formacgdo de diferentes
moléculas diatdmicas em fase gasosa entre os halogénios e os elementos
galio, aluminio, teldrio, indio e magnésio utilizando forno de grafite
(GF) operado por um equipamento também convencional. No entanto os
autores encontraram grandes dificuldades principalmente em relacdo a
matriz em que o analito estava contido, a qual influenciou diretamente
na intensidade do sinal analitico encontrado. Mais tarde, Dittrich et al.
publicaram ainda sucessivos trabalhos que demonstraram ser possivel a
determinacdo de fldor (DITTRICH et al., 1985), cloro (DITTRICH,
SPIVAKOQV, et al., 1984b) e bromo (DITTRICH, SPIVAKOQV, et al.,
1984a) utilizando MAS, porém as determinacGes deveriam ser
acompanhadas de extra¢des liquido-liquido para eliminacdo de possiveis
interferentes.

Os espectros moleculares consistem de transi¢Ges eletrdnicas
entre os diferentes estados energéticos, os quais sdo formados pela
mistura de orbitais atdmicos dos atomos que compdem a molécula. Em
temperaturas tipicamente empregadas nos estudos envolvendo AAS,
entre 2000 °C e 3000 °C, apenas moléculas diatdmicas e poucas
moléculas triatbmicas podem existir. Moléculas maiores acabam por
serem dissociadas levando a formacdo de seus constituintes atdmicos
e/ou subprodutos, em sua maioria (WELZ et al., 2009). As moléculas
diatbmicas que resistem as altas energias empregadas em técnicas
espectrométricas que fazem uso de chama ou GF séo a base da MAS e
permitem que diferentes elementos sejam quantificados a partir de seus
espectros moleculares.

Os espectros de moléculas diatbmicas sdo compostos por um
nimero muito maior de linhas quando comparados aos espectros
atdbmicos. A complexidade desses espectros esta relacionada aos dois
graus de liberdade a mais presentes nos sistemas moleculares
(vibracional e rotacional), os quais possibilitam um maior nimero de
estados energéticos. Desta forma, o0s espectros moleculares séo
dependentes de trés tipos de energias: as transicdes eletronicas entre os
diferentes estados energéticos, energia eletronica (E); a energia interna
devido & vibracdo dos nucleos, energia vibracional (E.ip); € as energias
associadas ao movimento dos a&tomos em relacdo ao eixo perpendicular
da prépria molécula, energia rotacional (E,;) (WELZ et al., 2006;
WELZ et al., 2009).
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Os espectros de excitacdo eletronica sdo resultantes de transicdes
causadas por elétrons que, apos a absorcao de energia, se encontram em
orbitais moleculares de maior energia. Os ‘“pacotes” energéticos
necessarios para tal transicdo eletrbnica se assemelham aqueles
encontrados nas transi¢cdes atdbmicas, sendo, portanto, situados na regiao
UV-Vis do espectro eletromagnético. Uma transicdo molecular
eletrénica é caracterizada pela: (i) ordem energética dos estados
eletrénicos, (ii) spin total dos elétrons, (iii) momento angular dos
elétrons em relacdo ao eixo molecular, e (iv) propriedades simétricas da
funcéo de onda eletrénica, cujo valor quadrado descreve a probabilidade
de se encontrar os elétrons em qualquer localizacdo dentro da molécula
(WELZ et al., 2006; WELZ et al., 2009).

De uma a duas ordens de magnitude menor que a Eg, a Eyip esta
presente em qualquer sistema molecular devido as vibragdes presentes
nos respectivos nucleos. Desta forma, as transi¢bes vibracionais,
resultantes das E.i, S80 tipicamente observadas na regido do
infravermelho do espectro eletromagnético e, no caso das moléculas
diatdbmicas, sdo resultantes de uma Unica possibilidade de estiramento
intranuclear que é em funcao do proéprio eixo da molécula diatdmica.

Uma terceira energia que compde os espectros moleculares é a
Eot. A Erot €5t4, em geral, de duas a trés ordens de magnitude menor que
as energias envolvendo estiramento vibracional intranuclear e,
portanto, sdo observados na regido espectral do infravermelho distante
ou micro-ondas. O efeito energético por conta da rotacdo dos atomos em
fungdo do centro de massa perpendicular ao eixo longitudinal
molecular conota baixa contribuicdo nos espectros de absor¢do em
moléculas diatbmicas. No entanto, os estados vibracionais estdo
intimamente ligados as E,: em um espectro de absor¢do
molecular, pois as bandas provenientes da E.j, sdo formadas por um
grande ndmero de linhas rotacionais (WELZ et al., 2006; WELZ et al.,
2009).

Desta forma, cada transicdo eletrénica é acompanhada de
diversas transicBes vibracionais e, consequentemente, de um ndmero
muito grande de transicBes rotacionais, fazendo com que
0 pacote energético necessario para uma transicao eletronica seja a soma
das trés energias (Ey) € Se encontra na regido UV-Vis.
Em termos de magnitude, as diferentes energias que
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compde um espectro molecular podem ser classificadas como: Ey <<
Evir << Eq), a0 passo que, a E; que compde um espectro molecular sera
de acordo com a equacéo 1.

Etot = Eer + Evip + Erot Eqg. 1

Algumas moléculas, tais como PO, sdo formadas
espontaneamente no atomizador em altas temperaturas (WELZ et al.,
2009). Entretanto, para a determinagdo de halogénios um
reagente denominado “formador da molécula” é adicionado em excesso
e a absorbéncia & monitorada de acordo com a lei de Beer
(BUTCHER, 2013). Apesar de ser uma opgdo para a
determinacdo de halogénios, esta técnica utilizando espectrémetros
convencionais, ou seja, de baixa resolucéo, foi
pouco aplicada principalmente devido as dificuldades encontradas no
tratamento das interferéncias e pelas dificuldades na correcéo
de fundo.

Foram necessarios mais de quarenta anos para que este conceito
de espectrometria molecular se consolidasse dentro  das
técnicas analiticas (WELZ et al.,, 2014). O que possibilitou tal
transformacdo foi um novo tipo de espectrobmetro proposto em 1996
pelo grupo de Becker-Ross, que passaria a operar ndo
mais com uma fonte de linha (LS), mas com uma fonte continua (CS),
um duplo monocromador de alta resolucdo (HR) formado
por um monocromador de prisma littrow e um com rede echelle e um
detector de arranjo linear de dispositivo de carga acoplada
(CCD). Esta nova técnica passaria a se chamar entdo de
espectrometria de absor¢do atbmica de alta resolucdo com fonte
continua (HR-CS AAS) e tém sido muito bem discutida
na literatura (WELZ et al., 2006; BUTCHER, 2013; WELZ et al.,
2014).

A técnica HR-CS AAS tem sido explorada para uma
grande quantidade de elementos até entdo (RESANO et al., 2006;
CIFTCI et al., 2012; VIRGILIO et al., 2012; GUNDUZ et al., 2013;
RELLO et al, 2013), mas a sua contribuicdo para a
determinacdo de halogénios (FLORES et al., 2007; GLEISNER et al.,
2010; FECHETIA et al., 2012; KRUGER et al., 2012; FLOREZ et al.,
2013; BORGES et al., 2014), enxofre (HUANG et al., 2006b; BAYSAL
et al., 2011; BAUMBACH et al., 2013; BAUMBACH et al., 2014;
GUNDUZ et al., 2014), fésforo (LEPRI et al., 2006; DESSUY et al.,
2007; DE CAMPOS et al., 2011; BECHLIN et al, 2013) e
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nitrogénio (BRANDAO et al., 2012; BRANDAO et al., 2014)
utilizando MAS (HR-CS MAS) tornou-se muito significativa.
Esta expressiva contribuicdo é resultado ndo apenas do alto
poder de resolugdo do duplo monocromador, mas também
pela inerente possibilidade da técnica em utilizar analise
direta de amostras solidas (SS).

1.1.3  Andlise direta de amostras sélidas

A SS em espectrometria de absorcéo atdbmica utilizando forno de
grafite (SS-GF AAS) tem sido muito bem explorada na literatura para a
determinacdo de diferentes elementos (SILVA et al., 2004; VALE et al.,
2004; HUANG et al., 2005; KOWALEWSKA, 2011; MORES et al.,
2011; BRANDAO et al., 2012; LIMBURG et al., 2013). Essa
técnica dispensa o uso de solubilizacdo da amostra e, consequentemente,
diminui  significativamente ~ os  riscos de  contaminago,
aléem de proporcionar limites de deteccdo (LOD) comparaveis
ou até mesmo melhores que a técnica de ICP-MS
(WELZ et al., 2003).

De forma geral, esta estratégia analitica corrobora com o0s
principios da quimica verde, pois ndo depende de etapas
de  pré-tratamento da amostra a partir de  processos
guimicos que envolvam decomposicdo com reagentes quimicos,
eliminando assim a geragdo de residuos em laboratério e
exposicdo do analista a substancias toxicas como acidos ou bases
concentradas.

Dentre outras vantagens associadas a técnica SS, a quantidade de
amostra necessaria para uma medida € minima comparada aos métodos
gue envolvem digestdo por via Umida ou por via seca. No caso
da SS sdo necessarias quantidades de amostras tipicamente entre 0,1 e 2
mg. Este quesito permite que, mesmo com quantidade limitada de
amostra, as medidas sejam efetuadas com relativa exatiddo e
precisao.

Embora todas essas caracteristicas inerentes a SS sejam mais que
suficientes para demonstrar suas vantagens em relacdo aos métodos que
envolvem preparo de amostras, a simplicidade em se trabalhar com SS é
uma de suas principais caracteristicas. Quando algum procedimento
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extra € requerido, este se trata apenas da moagem do material a fim de
assegurar a homogeneidade da mesma para pesagem e introducdo no
GF. Entretanto, como a moagem da amostra seria necessaria
independente do método (digestdo ou SS), o tempo total da analise esta
atrelado apenas ao tempo de pesagem somado ao programa de
aquecimento do GF, o qual consiste das etapas de secagem, pirdlise,
vaporizacdo e limpeza. Neste caso, temos outra caracteristica da SS, a
rapidez em se obter os resultados analiticos.

Claramente, as vantagens atribuidas aqui estdo correlacionadas
com a determinacdo de elementos em amostras de boa homogeneidade.
Caso contrario, por se tratar da pesagem de pequenas massas de
amostra, o resultado encontrado em uma determinacdo pode apresentar
erros significativos em uma amostra complexa. Por conseguinte, esta
limitacdo impacta diretamente no desvio padrdo relativo (RSD) das
medidas analiticas, de forma que, em andlise de traco utilizando SS-GF
AAS/MAS, sdo considerados RSD de até 15%. No entanto,
estes maiores desvios comparados aos desvios encontrados
para andlises em solucdo (geralmente menores que 5%), ndo
comprometem a exatiddo do resultado analitico.

Atualmente, a utilizacdo da SS como técnica de introducdo de
amostra pode ser feita de forma manual (Figuras 1A e 3B) ou utilizando
dispositivos automaticos capazes de manusearem com relativa precisao
as plataformas de grafite. No caso da introdugdo manual, as pesagens
sdo dependentes de uma microbalanca analitica (resolugdo de 1 pg) para
posterior introducdo da plataforma de grafite no GF. Ja para os sistemas
automatizados as pesagens sdo realizadas em microbalanca integrada ao
proprio sistema, restringindo ao analista 0 manuseio da amostra até esta
etapa.

Esta ultima é amplamente utilizada para o preparo de curvas de
calibragdo, no entanto, comportamentos diferentes em GF podem gerar
sinais analiticos diferentes, comprometendo assim a exatiddo do método
utilizado. Duas estratégias analiticas tém sido adotadas para eliminar
este efeito de incompatibilidade de sinais: i) uso de materiais de
referéncia certificados (CRM), cuja concentragdo do analito é conhecida
e a curva de calibracdo é feita em funcdo do aumento de massa do
material; e ii) uso de modificadores quimicos permanentes e/ou em
solugdo capazes de condicionar diferentes comportamentos do analito
em um Unico de compromisso.
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Figura 1. (A) e (B), um acessério manual comercial utilizado para
introdugdo de amostras sélidas em GF. Os nimeros 1, 2 e 3 em (A)
representam: (1) o modulo principal, (2) pinga para manuseio da
plataforma e (3) a plataforma de

grafite.

Fonte: Adaptado de Analytik Jena AG.
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Neste caso, 0 emprego da palavra comportamento esta associado,
de forma geral, ao sinal do analito obtido na presenca de constituintes
residuais da matriz e ao sinal do analito obtido a partir de solugdes.
Sendo assim, os modificadores quimicos possuem a fungédo de interagir
com o analito ou com a matriz para causar um relativo retardamento ou
uma aceleracdo da vaporiza¢do dos mesmos (comportamento térmico).
No caso da técnica SS-GF MAS, muitas vezes o papel do modificador
guimico permanente, tem a funcéo de inibir a interacdo do analito e/ou
do reagente formador da molécula com o grafite da plataforma. Neste
sentido, cabe destacar que os elementos do grupo Il da tabela periddica
(elementos bem empregados como formadores de moléculas
diatdbmicas), uma vez que sdo bons formadores de carbetos (ORTNER et
al., 2002; VOLYNSKY, 2004). Elementos do grupo IV — VI da tabela
periddica (i.e., Hf, Ta, Zr, e Nb) possuem forte tendéncia em formar
carbetos refratarios, cujos pontos de ebuli¢do sdo por volta de 3500 °C,
sendo estes elementos muito bem empregados como modificadores
guimicos permanentes em GF MAS (HUANG et al., 2008; GLEISNER
etal., 2010).

Torna-se evidente que, embora algumas dificuldades estejam
presentes no uso de SS, esta técnica de introducdo de amostra, compde
guesitos suficientes para ser empregada em analises de rotina, agregando
diversas caracteristicas interessantes que facilitam seu uso, contornam
dificuldades instrumentais e, principalmente, asseguram a exatiddo do
resultado analitico. O emprego da SS juntamente com a técnica MAS &,
desta forma, o melhor caminho para a determinacdo de halogénios a
partir de moléculas diatdmicas formadas no GF. No entanto, este
caminho deve ser suportado por sistemas que empregam corretores de
fundo eficientes e capazes de assegurar que apenas o sinal do analito
seja detectado, 0 que torna vantajosao uso da técnica de HR-CS
AAS/MAS. As revisdes detalhadas sobre os corretores de fundo em HR-
CS AAS/MAS foram publicadas por Borges et al. (BORGES et al.,
2005), Welz et al. (WELZ et al., 2002; WELZ et al., 2014) e Heitmann
etal. (HEITMANN et al., 2006).

A determinacdo de halogénios a partir de MAS associada a SS
compBe uma boa estratégia analitica para tal finalidade. No entanto, a
aplicacdo da SS-MAS da ao analista uma informacdo quantitativa total
dos constituintes presentes em uma amostra, ndo sendo possivel
diferenciar as respectivas espécies contidas no material. Quando a
investigacdo quantitativa das espécies de um constituinte é necessaria
para um determinado estudo (e.i., toxicoldgico), a analise seréd
denominada analise de especiacdo(TEMPLETON et al., 2000). No caso
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de halogénios, a concentracéo total do elemento tem sido suficiente para
tomada de decisbes utilizando SS-GF MAS enquanto que, no caso de
metais como arsénio e merclrio ou ndo-metais como o selénio, o
contelido total da concentracdo ndo esta necessariamente ligada a
toxicidade dos mesmos, sendo necessaria uma outra técnica que envolva
separacao prévia das espécies e posterior determinacdo utilizando uma
técnica apropriada. Técnicas cromatograficas acopladas a detectores de
massa tém sido muito bem empregadas para tal finalidade.

1.2 Determinacdo de arsénio total e analise de especiacdo de
arsénioArsénio

O arsénio esta entre os elementos que apresentam alta toxicidade,
sendo o primeiro da lista dos elementos mais tdxicos segundo a National
Priorities List of the ATSDR (ATSDR, 2007; REBELO et al., 2016). O
arsénio pode ser encontrado em diferentes estados de oxidacéao e ligados
a diferentes grupos organicos que, consequentemente, passam a
apresentar diferentes graus de toxicidade (WHO, 2001; REBELO e
CALDAS, 2016). As espécies inorganicas de arsénio, As(lll) e As(V),
sd0 as espécies que apresentam maior toxicidade comparadas as
espécies organicas, sendo o As(lll) de maior toxicidade quando
comparado a espécie As(V). Dentre as espécies organicas comumente
encontradas solliveis em &gua, o acido monometilarsonico (MMA),
acido dimetilarsinico (DMA), arsenobetaina (AsB) e arsenocolina
(AsC), a toxicidade diminui em funcdo do aumento de substituintes
organicos ligados ao atomo de arsénio, sendo os dois Ultimos muito
pouco toxicos aos seres humanos (WHO, 2001; FLORA, 2015).

Em ambientes aquaticos o arsénio esta presente em concentragdes
entre 1 e 170 mg kg'l enguanto que, em amostras de origem terrestre,
ndo excedem 0,2 mg kg™ (FRANCESCONI, 2010). Estas concentragoes
podem sofrer alteragcdes significativas dependendo das atividades
antropogénicas e/ou da formacdo geoldgica do ambiente que se situa,
pois compostos de arsénio ocorrem naturalmente em cinzas vulcanicas,
rochas, minerais sulfurados, etc (REBELO e CALDAS, 2016). As
maiores concentracGes de arsénio em ambientes marinhos acabam,
devido a bioacumulagdo, por refletir na alta concentragdo de arsénio em
alimentos provenientes de animais aquéaticos como peixes e frutos do
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mar, 0s quais sdo fontes de alimento para os seres humanos e,
consequentemente, as principais fontes de exposicao.

Diferentes estudos em agua tém relacionado o arsénio com
diferentes doencas carcinogénicas causadas no ser humano ap6s a
exposicdo prolongada do mesmo, sendo as principais doencas causadas
no trato urinario, pulmio, bexiga, pele e rim (FERNANDEZ et al.,
2012; CHUNG, C.-J. et al., 2013; CHUNG, Y.-L. et al., 2013; TSUJI et
al., 2014; SABATH, 2015). Sédo relatadas ainda doengas nao
carcinogénicas como infeccBes, diabetes e doencgas neuroldgicas,
estando esta Ultima relacionada até mesmo com doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson (ZIEROLD et al., 2004; BARDACH et al., 2015).
Estima-se que na América Latina quatorze paises, dentre eles o Brasil,
enfrentam problemas de salde vinculados as altas concentracdes de
arsénio, sendo a Argentina, o Chile e 0 México os principais paises
(FIGUEIREDO et al., 2010; BARDACH et al., 2015).

Desta forma, entender a quimica do arsénio no meio ambiente é
uma estratégia interessante para avaliar os riscos inerentes a salde
humana quando exposta a uma determinada classe de compostos,
cabendo ressaltar aqui as espécies de arsénio provenientes de peixes e
organismos marinhos, principalmente as espécies lipofilicas (TALESHI
et al., 2008; RABER et al., 2009; GARCIA-SALGADO et al., 2012;
RAAB et al., 2013; GARCIA-SALGADO et al., 2014; SELE et al.,
2014; PETURSDOTTIR et al., 2016). No entanto, para entender o
comportamento das espécies de arsénio € necessario isola-las e
identifica-las, sendo essa uma tarefa ignorada até as Gltimas décadas
devido as dificuldades analiticas impostas até entao

1.2.1.1  Espécies de arsénio lipossoliveis

As espécies de arsénio podem ser divididas em dois grandes
grupos de acordo com a solubilidade das mesmas: (1) as espécies
sollveis em agua, tais como espécies catidnicas e anidnicas (i.e. MMA,
DMA, AsB, AsC e arseno-agUcares) dependendo do potencial redox do
meio (Eh) e pH; (2) as espécies lipossoliveis denominadas
arsenolipideos (AsLip), classe esta que inclui os &cidos graxos contendo
arsénio  (AsFA), fosfolipideos contendo arsénio (AsPh) e
hidrocarbonetos contendo arsénio (AsHC) (SCHMEISSER et al., 2005;
RUMPLER et al.,, 2008; ARROYO-ABAD et al., 2010; RUIZ-
CHANCHO et al., 2012; LISCHKA et al., 2013; SELE et al., 2013;
ARROYO-ABAD et al., 2016).
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As espécies de AsLip sdo resultantes de processos de metilagdo
denominadas biotransformagdo, que possui como rota principal a
reducdo das espécies inorganica As(V) pela glutationa ou outros tidis a
espécie intermediaria inorganica As(l1l) com posterior metilacdo via
enzimas metiltransferases (SCHMEISSER et al., 2005; SCHMEISSER
et al., 2006), processos representados no esquema da Figura 2.

O processo de metilacdo de espécies de arsénio tem como
finalidade a desintoxicacdo, pois acabam por converter espécies tdxicas
de arsénio em espécies metabolicas de menor absorgdo, facilitando
assim a excrecdo das mesmas. No caso de micro-organismos,
fitoplénctons e algas, as espécies convertidas sdo estocadas e néo
eliminadas, permitindo que as concentracdes das espécies aumentem ao
longo da cadeia tréfica devido a bioacumulagéo.

Ainda, na década de 1920, havia especulagdes sobre espécies de
arsénio soltveis em fragcdes lipidicas extraidas de algas, mariscos e
crustaceos (CHAPMAN, 1926). No entanto, as espécies foram
caracterizadas apenas como “arsénio organico” e ndo foram
caracterizadas como toxicas. Apenas em 1969, Lunde (LUNDE, 1968)
investigou extratos provenientes de 6leo de bacalhau e arenque extraidos
a partir de uma mistura de cloroférmio/metanol (2/1) e analisadas por
ativagdo neutronica, especulando, pela primeira vez, a existéncia de
espécies de AsPh. A primeira identificacdo de espécies de AsLip foi
feita apenas 10 anos mais tarde por Morita e Shibata (MORITA et al.,
1988), os quais extrairam fracdes lipidicas de algas marrom utilizando
uma mistura de cloroférmio/metanol (1/1), com posterior purificacdo
utilizando uma mistura de hexano/acetonitrila (1/1) e separacdo
cromatogréfica com silica gel e cloroférmio/metanol (1/2) como eluente.
As determinagfes foram feitas utilizando cromatografia gasosa, (GF) e
ICP OES.

Ainda assim, o estudo de espécies de arsénio lipossollveis
permaneceu estacionado por mais de uma década, tendo um grande
alavanco apenas apds o trabalho desenvolvido por Kovacevic et al.
(KOVACEVIC et al., 2004), os quais divulgaram um trabalho
utilizando a injecdo de solvente organico no plasma gerado na técnica de
ICP-MS na andlise de fosfolipideos provenientes de amostras
biologicas. Este trabalho desafiou diferentes grupos de pesquisa
envolvendo AsLip, possibilitando um grande salto na elucidacdo de



46

espécies lipossollveis, pois agora, as espécies de arsénio poderiam ser
separadas utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de
fase reversa (RP) e detectadas de forma sequencial utilizando uma
técnica extremamente seletiva e de alta sensibilidade (ICP-MS). A
técnica de espectrometria de massa com ionizacdo electrosspray (ESI-
MS) veio atribuir as caracteristicas que faltavam para as elucidagGes
estruturais das espécies de AsL.ip.

Figura 2. Mecanismos de reducdo das espécies de arsenato (a) para
arsenito (b), com os posteriores produtos de metilacdo: A&cido
monometilarsénico (c), monometilarsina (d), dimetilarsinico (e),
dimetilarsina (f), 6xido de trimetialarsina (g) e trimetilarsina (h).

OH (|3H3 (l:H3 CHj
O:Ai\s—OH O=/|\s—OH O:;?s—OH O=—=As—CH,

(b) (d) (f) (h)
(|)H CH, C|:H3 CH,
HO—As—OH HO—As—OH H,C—As—OH H,C—As—CH,

Fonte: Adaptado de Bentley e Chasteen (BENTLEY et al., 2002).

1.2.1.2  Extracdo, identificacdo e elucidacao estrutural de
arsenolipideos

O principal desafio em uma andlise de especiacdo quimica de
arsénio é a extracdo das espécies sem converté-las em outras, 0 que
poderia mascarar a concentracdo real da espécie de interesse na amostra
e/ou impossibilitando a elucidagdo de sua estrutura quimica. De forma
geral, a extragdo de espécies de AsLip estd baseada na distribuigdo das
espécies entre duas fases liquidas (amostras liquidas) ou na distribuicdo



47

das espécies entre uma fase sélida e uma fase liquida (amostras sélidas),
cujas espécies lipossollveis sdo extraidas por um solvente organico de
carater apolar ou de média polaridade.

A técnica de separacdo das espécies de arsénio geralmente é
combinada com a técnica de determinacdo e, apesar de diferentes
técnicas de separacdo serem aplicadas para separacdo de espécies
sollveis em &gua, no caso de separacdo de AsLip as técnicas estdo
restritas a técnica de GC e a técnica de RP-HPLC. Estas duas técnicas de
separacdo podem estar combinadas com diferentes detectores tais como
detectores de massa (MS) (RUMPLER et al., 2008; AMAYO et al.,
2011; ARROYO-ABAD et al.,, 2013) e espectrometria de emissdo
atbmica por plasma induzido por microondas (MIP-AES) (ARROYO-
ABAD et al., 2010).

1.2.1.3  Extracdo das espécies lipidicas de arsénio

Sele et al. (SELE et al., 2013) descreveram a determinacdo de
AsHC em diferentes amostras de 6leo de peixe (arenque e anchova)
utilizando a particdo dos analitos entre hexano e uma mistura de
agua/metanol (9/1, v/v); a fracdo de menor polaridade foi submetida a
uma etapa de limpeza utilizando extracdo em fase solida (SPE) com
posterior eluicdo dos analitos utilizando uma mistura de
metanol/cloroférmio/dgua (60/30/8, v/v/v). A nova fracdo purificada foi
redissolvida em hexano para identificacdo das espécies por GC acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS/MS e GC-qTOF-MS). Neste
trabalho foram identificados majoritariamente trés espécies de AsHC
(C17H38AS0O, C1gH4pASO, CypsH3zsAsO) com concentragdes entre 5,9 e
8,7 mg kg™.

Rumpler et al. (RUMPLER et al., 2008) também utilizaram a
mistura de hexano e dgua/metanol (1/9, v/v), porém para extracdo de
AsFA presentes em amostras de 6leo de figado de bacalhau. O extrato
de menor polaridade foi submetido a uma etapa de limpeza utilizando
uma coluna preparativa por exclusdo de tamanho e a separacdo e
identificacdo  utilizando =~ HPLC-ICP-MS/ESI-MS.  Com  este
procedimento foi possivel extrair e identificar seis espécies de AsFA, as
quais representaram 20% da concentracdo total de arsénio contida nas
amostras de dleo de figado de bacalhau.
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Procedimentos que envolvem subsequentes etapas de purificacdo
empregando cromatografia em fase normal (silica gel) e a combinagéo
de diferentes solventes organicos para purificagdo e eluicdo das espécies
de arsénio também tém sido demonstrados. Amayo et al. (AMAYO et
al., 2014) fizeram a extracdo e purificacdo de dezesseis espécies de
AsLip em amostras de 6leo de figado de bacalhau. Para isto Amayo et
al. utilizaram 10 g de amostra de 6leo com posterior extracdo com agua
para remocdo de constituintes hidrossoliveis, ao passo que a fase
remanescente hidrofobica foi redissolvida em hexano com adicdo de
silica gel e secagem. O conjunto 6leo + silica foi entdo transferido para
uma coluna de vidro e um gradiente de hexano, acetato de etila e
metanol (300 mL) foi utilizado para purificacdo e eluicdo das espécies
de AsLip. As fracdes resultantes foram secas, dissolvidas em metanol e
analisadas por HPLC-ICP-MS/ESI-MS. Utilizando esta estratégia foi
possivel a identificacdo de doze espécies de AsLip, sendo dez espécies
de AsFA e duas espécies de AsHC, além de constatar que produtos de
degradacéo estavam sendo gerados durante as etapas de purificacao.

Estratégia similar também foi adotada por Arroyo-Abad et al.
(ARROYO-ABAD et al.,, 2010) na extracdo e purificacdo de AsHC
provenientes de amostras de tecido de figado de bacalhau. Arroyo-Abad
et al. também fizeram uso de uma coluna de silica gel como fase
estacionaria e gradiente de acetato de etila/metanol em diferentes
proporcBes para posterior andlise por GC-ICP-MS e GC-MIP-AES. A
partir da anélise das doze fragdes resultantes foi possivel a identificacdo
majoritaria de trés espécies de AsHC, sendo elas Ci7H3;AsO,
C19H41ASO e C23H37ASO.

Apesar de laboriosa, 0 uso de colunas preparativas de fase normal
com gradiente de forca de eluicdo a partir de solventes de baixa, média e
alta polaridade tém se mostrado a melhor estratégia para purificacdo de
extratos contendo espécies de AsLip, principalmente por possibilitarem
a separagdo de compostos de alta similaridade com as espécies de
arsénio como é o caso dos fosfolipideos. Os fosfolipideos possuem
semelhanca estrutural com os AsLip e, consequentemente, se mostram
como potenciais interferentes na etapa de identificagdo principalmente
quando a técnica de ESI-MS é utilizada.
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1.2.1.4  Andlise de especiacao de arsenolipideos utilizando RP-HPLC-
ICP-MS

A técnica de HPLC tem sido aplicada para a separacdo
cromatogréafica de espécies quimicas de varios elementos (MORITA e
SHIBATA, 1988; SCHMEISSER et al., 2005; BIERLA et al., 2016;
CAO et al., 2016; SANCHEZ-RODAS et al., 2016). Sua ampla
aplicacdo estd no fato de ser compativel com um grande ndmero de
técnicas de deteccdo (hifenacdo) sendo a técnica de ICP-MS um dos
principais acoplamentos. Além disso, a HPLC ndo depende da
estabilidade térmica do analito (mais versatil quando comparada com a
técnica de GC) e apresenta um grande nimero de fases estacionarias
(fases estacionarias solidas e liquidas) as quais podem ser empregadas
de acordo com as caracteristicas do analito (cromatografia de excluséo,
bioafinidade, por par idnico, fase reversa, etc) (COLLINS et al.). Esta
Gltima, RP- HPLC, estd entre as técnicas de separacdo mais bem
consolidadas para analise de especiacdo de AsLip, espécies que possuem
maior carater apolar devido as longas cadeias de carbono que compdem
a estrutura lipidica.

A técnica de ICP-MS por sua vez é totalmente compativel com a
técnica HPLC e apresenta ainda algumas vantagens quando comparada
com técnicas comumente empregadas em analise elementar, como a
técnica de AAS ou ICP OES. Dentre as principais
vantagens estdo os baixos LOD alcancados, possibilidade de analises
isotopicas de  diferentes elementos  quimicos, capacidade
multielementar e interferéncia minima da matriz devido as
altas temperaturas alcancadas pelo plasma (entre 6 000 e 10 000 K).
Em contrapartida, € uma técnica relativamente onerosa devido
ao alto custo de manutencdo, o que restringe em parte a aplicabilidade
da técnica seja em analise de especiacdo ou analise elementar.

No entanto, a técnica de ICP-MS também apresenta algumas
desvantagens, podendo, por exemplo, sofrer interferéncias espectrais tais
como ions de carga dupla, interferéncia poliatbmica, isobarica e
formacéo de ions de dxidos refratarios. Pode ainda sofrer interferéncias
ndo espectrais, sendo, a mais comum, a deposicdo de residuo sobre os
cones de amostragem dependendo do carbono residual da amostra. A
presenca de outro elemento facilmente ionizavel e efeito espaco carga
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também sdo exemplos de interferéncias ndo espectrais, entretanto,
diversas estratégias podem ser abordadas a fim de contornar tais efeitos
(JARVIS et al.; THOMAS, 2001).

Taleshi et al. (TALESHI et al., 2014) investigou onze espécies de
AsLip  provenientes de amostras de Oleo de  peixe
Micromesistius poutassou a partir de separacdes cromatograficas
utilizando uma coluna de Ci;g Atlantis (150 x 1,0 mm,
5 um) e fase mével formada pela mistura de 10 mmol L™ de NH,OAc
(pH 6,00 e etanol em modo gradiente para deteccdo por
ICP-MS/ESI-MS. Neste trabalho, Taleshi et al. concluiram que 30% da
concentracdo total de AsLip provenientes da amostra de Oleo
poderia estar na forma de &cidos carboxilicos conjugados,
presumidamente ésteres que foram hidrolisados quando coluna
preparativa de fase normal foiempregada para purificagdo de extratos
lipidicos.

De forma semelhante, Amayo et al. (AMAYO et al., 2013)
separaram e identificaram vinte espécies de AsLip em o6leo de peixe
(Mallotus villosus), entre elas AsFA e AsHC, utilizando coluna
de fase reversa (Agilent Eclipse, XBD Cig, 4,8 x 150 mm) e
gradiente de 0,1% de acido férmico em agua e 0,1% de acido férmico
em metanol. As espécies foram detectadas por ICP-MS/ESI-MS.
Amayo et al. ainda propuseram uma nova classe de alco6is graxos de
arsénio (MAsFOH) a partir de etapas de derivatizacdo quimica por
acetilacéo.

1.2.1.5 Andlise de especiagdo de arsénio via RP-HPLC-ESI-MS

Enquanto a técnica de ICP-MS permite a determinacdo de
elementos em uma amostra, a técnica de ESI-MS disponibiliza a
informacdo molecular das espécies organicas de modo que a estrutura
pode ser elucidada a partir de combinacBGes de técnicas, sendo os
acoplamentos HPLC-ICP-MS os mais comuns. O ion neste caso €
gerado a partir da aplicacdo de um forte campo elétrico sobre goticulas
nebulizadas a partir de um spray da solucdo e as espécies organicas
introduzidas no analisador de massas. A técnica de ESI-MS apresenta
ainda, além da disponibilizacdo de estruturas intactas de moléculas,
vantagens como alta sensibilidade e alta resolucdo (podendo ser aplicada
para massas entre 100 000 e 200 000 com boa exatiddo) (MAKAROV,
2000; HU et al., 2005).
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O objetivo inicial compreendeu o desenvolvimento de
metodologias analiticas para a determinacéo de fldor, cloro e bromo por
HR-CS GF MAS utilizando como forma de introdugdo de amostras a
SS. Os métodos desenvolvidos visam a determinacdo destes elementos
de forma répida e confiavel em diferentes amostras complexas, tais
como carvdo e material bioldgico, com minimo preparo de amostras.

O objetivo geral da segunda parte consistiu no desenvolvimento
de metodologia para a determinagdo de arsénio total em éleo de peixe
utilizando HR-CS GF AAS e analise direta bem como na identificacdo
de novas espécies de AsFA e AsHC utilizando RP-HPLC-ICP-MS e
identificacdo simultanea com ESI-MS.

2.2  Especificos

Os objetivos especificos no desenvolvimento das metodologias
para a determinacéo de fllor, cloro e bromo incluiram:

Avaliar os espectros moleculares das moléculas CaF e CaBr
utilizando solugdes padrdo.

Estimar o espectro de absorcdo da molécula SrCl utilizando
calculos teéricos baseados na teoria do funcional da densidade
dependente do tempo, TD-DFT.

Avaliar experimentalmente o espectro da molécula SrCl
utilizando solugdes padréo.

Investigar o efeito das temperaturas de pirdlise e de vaporizacéo
na estabilidade das moléculas formadas em GF.

Investigar o emprego de modificadores quimicos permanentes
bem como o uso de modificadores em solucdo adicionados sobre a
amostra.

Avaliar o emprego da SS a partir do estudo sistematico dos
programas de temperaturas de pirélise e vaporizacao.

Avaliar a estratégia de separar a solucdo formadora da amostra na
determinacdo de bromo em amostras de carvao.
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Investigar o efeito da concentracdo dos reagentes formadores na
estabilidade das moléculas diatdmicas formadas em GF.

Determinar os parametros de mérito, tais como limite de
detecgdo, massa caracteristica, faixa linear de trabalho e exatiddo para
cada metodologia proposta.

Aplicar as metodologias validas em diferentes amostras de carvao
e amostras biolégicas.

Para os estudos envolvendo determinacdo de arsénio total por
HR-CS GF AAS e a especiacao de arsénio via RP-HPLC-ICP-MS/ESI-
MS, os objetivos especificos foram:

1) Determinac@o de arsénio total utilizando HR-CS GF AAS:

Investigar o programa de temperatura (pirdlise e atomizacéao)
adequado as determinagdes de arsénio total a partir de solucdes padréo.

Investigar o emprego de modificadores quimicos permanentes
bem como o uso de modificadores em solucéo

Avaliar a viabilidade do uso direto de amostras de 6leo de peixe
diluidas apenas com 1-propanol para a determinacéo total de arsénio.

Investigar o programa de temperatura utilizando amostras de 6leo
de peixe diluidas com 1-propanol.

Determinar os parametros de mérito, tais como limite de
detecgdo, massa caracteristica, faixa linear de trabalho e exatiddo para o
método desenvolvido.

Avaliar a exatiddo do método proposto comparando os resultados
encontrados utilizando digestéo assistida por radiacdo micro-ondas com
determinacéo por ICP-MS.

Aplicar a metodologia em diferentes amostras de éleo de peixe.

2) Andlise de especiacdo de arsénio utilizando RP-HPLC-ICP-
MS/ESI-MS:

Efetuar a extracdo sequencial das espécies de arsénio utilizando
diferentes porcdes de solventes organicos e agua.

Determinar a concentragdo de arsénio total em cada extrato
proveniente da extracdo sequencial utilizando ICP-MS.

Efetuar o fracionamento e purificacdo das espécies de arsénio
utilizando cromatografia em fase normal.

Efetuar a separacdo e quantificacdo das espécies de arsénio
provenientes de cada extrato purificado utilizando RP-HPLC-ICP-MS.

Identificar as espécies de arsénio provenientes da RP-HPLC
utilizando ICP-MS/ESI-MS.
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PARTE 1 - DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA A
DETERMINACAO DE FLUOR, CLORO E BROMO POR
HR-CS GF MAS E ANALISE DIRETA DE AMOSTRAS
SOLIDAS

3  MATERIAIS E METODOS
3.1  Instrumentacédo

Para as medidas de absor¢cdo molecular foi utilizado um
espectrobmetro de absor¢do atdbmica de alta resolucdo com
fonte  continua  contrAA 600 (Analytik  Jena, Jena,
Alemanha), com aquecimento transversal do tubo de grafite e
equipado com uma ladmpada de arco curto de xendnio, a qual
emite um espectro de alta intensidade na regido do UV-Vis
(180 - 900 nm). O compartimento &ptico consiste de
um duplo monocromador: um  prisma  pré-monocromador
e um monocromador com rede echelle responsavel pela alta
resolucdo (A/AX = 140 000) e um detector CCD linear com 588 pixels,
dos quais 200 sdo utilizados para os propositos analiticos. A
instrumentacdo envolvendo este equipamento tem sido bem discutida
por Welz et al. (WELZ et al., 2014).

Para as otimizacdes e determinag@es a partir de solugdes padrdo
foram utilizados tubos de grafite recobertos piroliticamente
contendo plataformas de grafite integradas (Analytik Jena,
407-A81.025). Para as analises utilizando amostras
s6lidas, foram utilizados tubos de grafite recobertos piroliticamente sem
plataformas, mas com orificio de dosagem (Analytik Jena, 407-
A81.011). As amostras solidas foram pesadas
diretamente em plataformas de grafite (Analytik Jena, 407-152.023)
utilizando uma microbalanca M2P  (Sartorius, Alemanha) e
introduzidas no tubo de grafite utilizando um sistema manual SS6
(Analytik Jena).

As solugbes foram pipetadas manualmente no tubo
ou na plataforma de grafite utilizando micropipetas ou
utilizando um sistema automatico S60 (Analytik Jena) de
introducdo de amostras. As medi¢cbes de absorbancia para as
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moléculas CaF, SrCl e CaBr foram feitas utilizando os comprimentos de
onda em 606,440 nm, 635863 nm e 625315 nm,
respectivamente, utilizando a absorbéncia integrada do volume de 3
pixels (absorbancia selecionada do volume do pico, PVSA, As; i)
(HEITMANN et al., 2007).

Para cada molécula foram estudados os programas de
temperaturas  envolvendo pirdlise e vaporizagdo, 0s quais
estdo demonstrados nos seus respectivos itens que descrevem a
otimizagdo do método. Previamente as determinacdes a
plataforma para amostras solidas foi recoberta com 400 ug
(10 injecdes de 40 pL das solucdes contendo 1 g L™) dos
modificadores ~ permanentes  paladio, iridio,  zircobnio  ou
ruténio utilizando o programa de aquecimento mostrado na
Tabela 1.

Tabela 1. Programa de temperatura utilizado para a deposicdo
dos modificadores quimicos permanentes na plataforma de
grafite para a determinacdo de fldor, cloro e bromo por HR-CS GF
MAS.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°Cs™) Permanéncia (s)

1 110 5 20
2 120 5 20
3 300 30 20
4 1000 50 10
5 2000 100 4

Fonte: Autoria propria.

Na Tabela 2 estdo mostrados os programas de temperatura
utilizados para todas as determinacBes de flior, cloro e
bromo nas diferentes amostras de carvéo e tecido bioldgico utilizando
HR-CS SS-GF MAS a partir de curvas de calibragdo feitas
utilizando solucdo padrdo. A taxa de vazdo de argbnio foi
fixada em 2,0 L min® em todas as etapas de agquecimento
exceto na etapa de vaporizacdo, o qual foi desligado neste
estagio.
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Como forma de avaliacdo de exatiddo dos métodos propostos
para a determinacdo de cloro e bromo em amostras bioldgicas e
amostras de carvao, os resultados foram comparados com os resultados
encontrados utilizando SS-ETV-ICP-MS. Para isso, as medidas foram
feitas com um espectrdbmetro de massa com plasma indutivamente
acoplado Elan 6000, equipado com um vaporizador eletrotérmico HGA-
600 MS (Perkin-ElmerSCIEX, Canadad) (GROBENSKI et al., 1982). As
amostras foram pesadas diretamente em um capilar de vidro para
amostras solidas utilizando microbalanca modelo M2P (Sartorius,
Alemanha) e transferidas manualmente para o tubo de grafite recoberto
piroliticamente (Perkin-Elmer, EUA). Os pardmetros operacionais que
foram utilizados para as determinagdes de cloro e bromo por SS-ETV-
ICP-MS estdo listados na Tabela 4. Argénio com pureza minima de
99,996% (White Martins, Brasil) foi utilizado para a geracéo do plasma,
como gas carreador e gas interno.

Tabela 2. Programas de temperaturas utilizados para a determinagéo de
fldor, cloro e bromo por HR-CS GF MAS a partir de solucdes padréo ou
analise direta de amostras sdlidas.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s™) Permanéncia (s)
Secagem 1 110 (F,ClI), 90 (Br) 30 (F, Cl), 3 (Br) 20
Secagem 2 120 (F,ClI), 110 (Br) 50 (F, Cl), 5 (Br) 20
Pirtlise 700 (F), 600 (CI), 800 (Br) 100 (F, Cl), 40 (Br) 10
Vaporizagdo 2100 (F), 2300 (Cl), 2200 (Br) 3000 5
Limpeza 2300 (F), 2400 (Cl, Br) 1000 4

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 3. Pardmetros operacionais utilizados

cloro e bromo por SS-ETV-ICP-MS.

nas determinacGes de

ICP-MS
Radio frequéncia

Fluxo de gas

Cones

Medida do sinal
RepeticBes por leituras
Replicatas

Tempo de espera

Voltagem do detector

Isétopos monitorados
SS-ETV

Etapa

Secagem

Pirdlise

Vaporizacéo

Limpeza

Principal
Intermediario
Carregador

Amostra/skimmer

Pulso
Analdgico
Tempo morto
35CI, 98y

Cloro
100 °C por 10 s
600 °C por 10 s
1800 °C
2000 °C

1300 W

15,0 L min™
1,2 L mint
0,7 L min™

Pt
Area do pico

380

1
15 ms

1250 V
-2287V
50 ns

Bromo
100 °C por 10 s
300 °C por 12s
2200 °C
2300 °C

Fonte: adaptado de (GOIS et al., 2014).
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3.2  Reagentes e materiais de referéncia certificados

Para o preparo das solucfes de calibracdo e otimizacdo foi
utilizada agua ultrapura com resistividade de 18 MQ cm, obtida de um
sistema de purificagdo de modelo Mega ROUP (Equisul, Brasil).
Solugdes estoques de fliior, cloro e bromo com concentragées de 1 g L™,
foram preparadas dissolvendo quantidades apropriadas dos sais KF
(Sulfal, Brasil), NaCl (Fluka, Suica) e KBr (Fluka), respectivamente, em
agua ultrapura. Como reagentes formadores das moléculas CaF, CaBr e
SrCl, as solucdes utilizadas foram: solucéo 10 g L e 20 g L™ de Ca®,
preparadas dissolvendo quantidades apropriadas do sal Ca(NO3),-4H,0
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil) em &cido acético (Vetec) 5% (v/v),
para as determinacBes de fllor e bromo, respectivamente; solucdo
estoque contendo 10 g L™ de Sr** preparada a partir da dissolucéo
apropriada do sal SrCO; (Vetec) em acido acético 5% (v/v). Zirconio
(Fluka), ruténio (Sigma-Aldrich, EUA) e paladio (Fluka), com
concentracdes de 1 g L%, foram utilizados como modificadores
quimicos.

Os CRM de carvdo utilizados para o desenvolvimento das
metodologias e validacdo dos métodos foram: NIST 1632b “carvédo
betuminoso”; NIST 1630a “tragdes de Hg em carvdo”; NIST 1635
“elementos traco em carvao” da National Institute of Standards and
Technology (NIST, EUA); SARM 18 “Carvao de Witbank” e SARM 20
“carvdo de Sasolburg” da South African Bureau of Standards (SABS,
Africa do Sul); BCR 40 “carvio”, BCR 180 “carvio combustivel”, BCR
181 “carvdo metalurgico”, BCR 182 “carvdo térmico” provenientes da
Community Bureau of Reference (BCR, Bélgica). Os seguintes
materiais bioldgicos certificados foram: BCR 186 “figado de porco”,
BCR 278R “tecido de mexilhdo” (BCR); NIST 1567a “farinha de trigo”,
NIST 1577b “figado bovino” e NIST RM 8414 “musculo bovino”
(NIST); NCS zZC 71001 “figado bovino” provenientes da National
Analysis Center for Iron and Steel (NACIS, China).
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3.3 Procedimento para a determinagdo de flior por HR-CS SS-GF
MAS em amostras de carvao

Aproximadamente 0,7 mg de amostra de carvdo foram pesadas
diretamente na plataforma de grafite SS recoberta previamente com 400
ug de modificador quimico permanente e nesta foram adicionados 10
UL da solucdo formadora da molécula Ca®* 10 g L™. A plataforma
contendo a amostra foi entdo inserida manualmente no tubo de grafite
para ser submetida ao programa de aguecimento mostrado na Tabela 3.
Em alguns experimentos, 10 uL da solugdo de paladio ou a mistura de
paladio/magnésio foram adicionados sobre a amostra para avaliar o
aumento de sensibilidade. A curva de calibracéo foi feita utilizando
padrdo em solucdo pipetados diretamente na plataforma SS e
submetidos ao mesmo programa descrito previamente para as amostras.

3.4 Procedimento para a determinacdo de cloro por HR-CS SS-GF
MAS em amostras bioldgicas

Neste caso, a plataforma de grafite SS foi previamente recoberta
com zircdnio ou paladio como modificadores quimicos permanentes
(programa de aquecimento da Tabela 2) e em seguida foram pesadas
nessas plataformas massas entre 0,05 - 0,5 mg de amostras bioldgicas.
Entéo, foram adicionados 10 pL de solucdo formadora da molécula Sr**
10 g L™ (correspondendo a 100 pg de Sr**) e a plataforma de grafite SS
foi inserida manualmente no tubo de grafite para a etapa de aquecimento
descrito na Tabela 3. A curva de calibracéo foi obtida utilizando padrbes
em solugdo pipetados diretamente na plataforma de grafite SS recoberta
com o modificador quimico permanente e submetidos ao mesmo
programa de aquecimento otimizado com amostras sélidas.

3.5 Procedimento para a determinagdo de bromo por HR-CS SS-GF
MAS em amostras de carvao

A solucdo formadora da molécula Ca®* foi pipetada diretamente
sobre a amostra de carvdo ou pipetada diretamente no tubo de grafite
sem contato com a amostra. No segundo caso, as amostras de carvao (=
0,2 - 3 mg) foram pesadas diretamente na plataforma de grafite SS,
inicialmente tratada com modificador quimico permanente (zirconio,
ruténio ou paladio) e inserida no tubo de grafite para a etapa de
aquecimento utilizando o programa de temperatura descrito na Tabela 2.
A avaliacdo do efeito de paladio ou mistura paladio/magnésio na
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sensibilidade do método foi avaliada adicionando-se 10 uL das
respectivas solugdes sobre a amostra de carvao para a determinagdo. As
curvas de calibracdo também foram construidas utilizando padrdes em
solucdo pipetados diretamente na plataforma de grafite SS utilizando
mesmo programa de temperatura que as amostras.

3.6  Procedimentos para a determinacdo de cloro e bromo por SS-
ETV-ICP-MS em amostras bioldgicas e amostras de carvao

Aproximadamente 0,5 mg de amostra foram pesadas e
transferidas para o copo de amostragem solida e submetidas ao
programa de aquecimento descrito na Tabela 4. A curva de calibragédo
utilizada para a determinacgdo de cloro e bromo utilizando SS-ETV-ICP-
MS foi estabelecida utilizando material sélido de referéncia certificado
RM 8414 e BCR 182 para cloro e bromo, respectivamente, com massas
variando entre 0,1 e 1,5 mg de amostra. Os procedimentos de validacéo
dos dois métodos de comparacdo que faz uso do SS-ETV-ICP-MS para
a determinacédo de cloro e bromo em amostras bioldgicas e carvao foram
otimizados e validados previamente por de Gois et al. (GOIS et al.,
2014; 2015).

3.7 Formulas utilizadas para o calculo de LOD, LOQ e massa
caracteristica

Para todos 0s métodos desenvolvidos nesta primeira parte, o LOD
e 0 LOQ foram calculados como 3 ¢ 10c/S (n = 10), respectivamente,
onde ¢ ¢ o desvio padrdo de 10 medidas do branco e S ¢ a medida de
inclinacdo da curva de calibracdo obtida a partir de solu¢fes aquosas. A
massa caracteristica (m,) foi estimada como sendo a massa do analito
capaz de causar uma absorvancia integrada correspondente a 0,0044 s e
foi calculada como sendo A, = 0,0044 s/S.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Determinagdo de fllor em amostras de carvdo

4.1.1  Estudo da regido espectral de trabalho

Dentre os halogénios, o fltor é o elemento que apresenta maior
capacidade de formar moléculas de alta energia de dissociacdo
(moléculas com energias de dissociacdo maiores que 500 kJ mol™), as
quais sdo mais apropriadas para o estudo da MAS (DITTRICH et al.,
1986). A molécula diatbmica CaF apresenta energia de dissociagdo de
529 kJ mol™ e tem sido muito bem empregada para a determinagéo de
fldor em diferentes amostras injetadas na forma liquida (MORES et al.,
2011; BORGES et al., 2014; OZBEK et al., 2014), apresentando forte
absorcéo na regido espectral entre 605,7 nm e 606,5 nm, com maxima
absorcdo em 606,432 nm devido & transicdo eletronica X2=* — Al
(Figura 3).

Figura 3. Espectro de absorcdo resolvido temporalmente para a
molécula CaF na faixa entre 605,7 nm e 606,5 nm. Condi¢des: 30 ng de
fldor gG L de uma solucéo de 5 mg L™) e adicdo de 10 pL de solucéo
de Ca®" 10 g L; plataforma recoberta com 400 pg de zirconio como
modificador permanente; temperatura de vaporizacao de 2100 °C.

Absorvancia

Comprimento de onda / nm " 606,45

Fonte: (MACHADO et al., 2015).
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4.1.2 Otimizacdo das temperaturas de pirdlise e vaporizacdo para
padrdes em solucédo

As curvas de pirolise e vaporizacdo foram estabelecidas com a
finalidade de encontrar a maior temperatura de pir6lise sem decréscimo
do sinal analitico (perda devido a volatilidade) e a minima temperatura
necessaria para que as condicfes térmicas de formacdo molecular em
fase gasosa fossem alcancadas. Para tanto, também foi avaliado o efeito
dos modificadores quimicos permanentes paladio e iridio (Figura 4) com
o objetivo de inibir a interacio de Ca** com a superficie do tubo de
grafite, prevenindo assim a formagdo de carbeto de célcio (CaC,) e
ainda estabilizando a molécula CaF na etapa de vaporizagao.

Figura 4. Curvas de pirélise obtidas para a molécula CaF utilizando
solucdo aquosa contendo 30 ng de fltor (6 uL de uma solugdo de 5 mg
L™) e adicdo de 10 pL de solugdo de Ca** 10 g L™; temperatura de
vaporizacdo de 2100 °C; plataformas recobertas com 400 pg de iridio
(m) ou paladio (e) como modificadores permanentes e plataforma sem
recobrimento (A ). Cada ponto e barra de erros representam a média de
trés medidas e o desvio padrdo de n=3.

0,7

0,6 -
0,5 -
0,4 -

0,3 -

Absorvancia integrada / s

T T T T T T T
600 800 1000 1200 1400 1600
Temperatura / °C

Fonte: (MACHADO et al., 2015).

Elementos do grupo da platina (grupo ao qual palddio e iridio
pertencem) sdo conhecidos por penetrarem na microestrutura de
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plataformas e tubos e formarem uma rede de compostos de intercalagdo
com o grafite pirolitico (ORTNER et al., 2002) reduzindo a reatividade
dele.

Como pode ser observado a partir da Figura 4, quando paléadio ou
iridio sdo empregados, temperaturas acima de 1000 °C podem ser
utilizadas sem perda de sensibilidade. No entanto, quando a plataforma
sem o modificador permanente é utilizada a maxima temperatura
alcancada sem perda de sensibilidade € em torno de 800 °C. Notaveis
ainda sdo os maiores desvios encontrados quando iridio é utilizado
comparado aos experimentos envolvendo palddio como modificador
guimico permanente. Plataforma sem modificador quimico demonstrou
maior sensibilidade comparado aos modificadores pal&dio e iridio; no
entanto, os sinais analiticos foram distorcidos (Figura 5), prejudicando a
repetitividade dos sinais analiticos.

Figura 5. Comparacdo dos sinais analiticos resolvidos temporalmente
para a molécula CaF. Condices: 30 ng de fldor (6 uL de uma solugédo
de 5 mg L™) e adicéo de 10 pL de solucdo de Ca®* 10 g L™; temperatura
de pirdlise de 1100 °C para paladio (linha solida) e iridio (linha
tracejada), e temperatura de pir6lise de 800 °C para plataforma sem
modificador (linha pontilhada). Para todos os experimentos foi utilizada
a temperatura de vaporizacao de 2200 °C.

0,15

Absorvincia

0,10

0,05

0,00

Tempo /s
Fonte: (MACHADO et al., 2015).

Ainda em relacdo a Figura 5, outra observagéo pode ser feita ao
fazer a comparacdo entre os tempos de vaporizacdo da molécula CaF
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guando formada em presenca dos modificadores permanentes e na
auséncia deles. Quando modificadores foram empregados, a molécula
CaF absorveu no primeiro segundo de vaporizagdo. Porém, quando a
plataforma sem modificador foi utilizada, a molécula passou a absorver
apos o primeiro segundo de vaporizacdo. Esse deslocamento demonstra
qgue os modificadores quimicos permanentes inibem a interacdo da
superficie de grafite com os reagentes, sendo o paladio o mais eficiente
nesta funcao.

Em relacdo as curvas de vaporizacao, temperaturas 6timas foram
encontradas em torno de 2200 °C para os modificadores permanentes
palddio e iridio enquanto que, para plataforma sem recobrimento, a
temperatura 6tima de vaporizagdo néo excedeu 2100 °C (Figura 6).

Figura 6. Curvas de vaporizacdo para a molécula CaF obtida a partir de
30 ng de flGor (6 pL de uma solucdo 5 mg L) e adicéo de 10 pL de
solucdo de Ca*" 10 g L™; temperatura de pirdlise de 1100 °C para
paladio (e) ou iridio (m), e temperatura de pirolise de 800 °C para
plataforma sem modificador (A ). Cada ponto e barra de erros representa
a média de trés medidas e o desvio padrdo de n = 3.
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Fonte: (MACHADO et al., 2015).

Foi observado também que na auséncia de modificadores
guimicos permanentes o sinal analitico continuou sofrendo distorcdes
mesmo em diferentes temperaturas de vaporizacdo devido,
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possivelmente, as interagdes entre o carbono da plataforma e os
reagentes adicionados.

Essas distor¢fes contribuiram significativamente para a baixa
repetitividade dos experimentos nessas condigcbes experimentais. A
adicdo da mistura de paladio/magnésio em cada condi¢do de maxima
absorvancia nas curvas de pir6lise e vaporizacdo utilizando paladio,
iridio e plataforma sem recobrimento ndo demonstrou efeito
significativo na intensidade dos sinais ou nos perfis analiticos.

4.1.3  Otimizacdo das temperaturas de pirélise e vaporizacdo para SS

Levando em consideracdo 0 pequeno numero de trabalhos
envolvendo SS, buscou-se estudar o comportamento da molécula CaF
na determinag&o de flior em matrizes sélidas de alta complexidade, sem
utilizar métodos de preparo de amostra.

Para este fim, o comportamento da molécula CaF na
determinacédo de flior em amostras de carvao foi estudado utilizando os
dois modificadores quimicos permanentes avaliados previamente (item
4.1.2). Nas Figuras 7 A-C estdo demonstrados os sinais analiticos
obtidos para temperaturas de pirélise de 700 °C, 800 ° C e 900 °C,
respectivamente, utilizando CRM de carvdo NIST 1632b, pesado em
plataforma recoberta com palddio, iridio ou plataforma sem
recobrimento. Todos os perfis analiticos obtidos para a determinacéo de
fldor utilizando SS mostraram significativa dependéncia da temperatura
de pirdlise investigada, os quais, em sua maioria, apresentaram
“ombros”, distor¢des e até mesmo picos duplos quando a temperatura
foi aumentada para 800 °C e 900 °C.

Dentre os sinais analiticos, aqueles provenientes do uso de
plataformas de grafite sem recobrimento (Figura 7A), foram os que
apresentaram maiores distor¢des para as trés temperaturas de pirdlise
estudadas (faixa entre 700 °C e 900 °C). A interacdo do Ca’* com o
carbono da plataforma de grafite somado a alta concentragéo de carbono
presente na amostra de carvdo pode ser a possivel explicagdo para a
baixa eficiéncia de vaporizacdo da molécula CaF, pois parte do célcio é
convertido em carbeto de célcio e ndo fica disponivel para formacéao e
estabilizacdo da molécula.

A mesma situagdo é repetida quando a plataforma de grafite é
recoberta com iridio como modificador permanente (Figura 7B)
independente da faixa de temperatura de pir6lise avaliada. O Unico
experimento que apresentou resultado satisfatorio para a formagdo da
molécula CaF foi aquele em que paladio foi utilizado como modificador
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permanente com temperatura de pir6lise em torno de 700 °C (Figura
7C). Acima de 800 °C sdo observados duplos picos nas duas condi¢des
avaliadas (800 °C e 900 °C), o que favorece o aumento da absorvancia
integrada para uma mesma massa de flor, causando um falso positivo
nas determinacdes. Desta forma, a temperatura de pirdlise de 700 °C foi
fixada para os estudos posteriores envolvendo curvas de vaporizagao.

Figura 7. Comparacdo dos sinais analiticos resolvidos temporalmente
para a molécula CaF formada a partir de 0,7 mg de amostra de carvdo
(NIST 1632b) e 10 pL de solucdo de Ca** 10 g L™ adicionados em:
plataforma de grafite (A) sem recobrimento; (B) contendo iridio como
modificador permanente; e (C) contendo palddio como modificador
permanente. Os perfis analiticos representam as temperaturas de pirolise
de 700 °C (linha solida), 800 °C (linha tracejada) e 900 °C (linha
pontilhada). Temperatura de vaporizacéo de 2200 °C.
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Fonte: (MACHADO et al., 2015).

A partir da condicdo pré-fixada utilizando 700 °C como
temperatura 6tima de pirdlise, foi possivel avaliar o efeito da
temperatura de vaporizagdo na sensibilidade da molécula CaF
formada em fase gasosa. Os experimentos estdo demonstrados na
Figura 8.
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Figura 8. Curva de vaporizagcdo para a molécula CaF gerada em GF
utilizando SS de amostras de carvdo (NIST 1632b, aproximadamente
0,7 mg), paladdio como modificador quimico permanente e 10 pL de
solucdo de Ca®* 10 g L™ Temperatura de pirdlise fixada em
700 °C;n=3.
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Fonte: (MACHADO et al., 2015).
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A maxima sensibilidade foi obtida quando foram utilizadas
temperaturas na faixa entre 2000 °C e 2200 °C, sendo
selecionada a temperatura de vaporizagdo de 2100 °C por estar
em uma regido Otima intermediaria. Em temperaturas de vaporizacdo
de 2200 °C é possivel observar um aumento significativo do
desvio padrdo (em torno de 20%), possivelmente devido a
dissociacdo da molécula CaF e/ou processos de difusdo devido a alta
temperatura.

4,14 Otimizacdo da massa do reagente formador da molécula

A massa do reagente formador da molécula possui influéncia
direta na sensibilidade da molécula CaF formada em forno de
grafite. Embora céalcio funcione neste caso predominantemente
como reagente formador da molécula, parte dele pode formar
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diferentes compostos volateis com constituintes da matriz
(carvdo), principalmente  compostos como CaC, formado
em temperaturas entre 1800 °C e 2100 °C (ALBAIGES, 2013).
Desta forma, buscou-se avaliar o comportamento da molécula
CaF quando adicionadas concentragcBes entre 0,02 mg e 0,2 mg
Ca?" a partir de uma solugéo de Ca®* 10 g L™ (Figura 9).

Figura 9. Correlacio entre a massa de Ca’* e absorvancia
integrada normalizada obtida a partir de ~ 0,7 mg de amostra de
carvdo (NIST 1632b). Temperaturas de pirdlise e vaporizacdo de 700 °C
e 2100 °C, respectivamente. Média e SD obtidos utilizando n = 3.

-1

N
o

0,8 1

0,4 -

0,0 v T v T v T v T v T T T v
0,00 0,03 0,06 0,09 0;12 0,15 0,18 0,21
massa de Ca / mg

Fonte: (MACHADO et al., 2015).

Absorvancia integrada normalizada / s mg

E possivel observar que a sensibilidade da molécula CaF
aumenta significativamente quando as concentracbes de Ca”*
sd0 aumentadas de 0,02 mg a 0,05 mg de Ca* e alcanca a
méxima sensibilidade ao se utilizar 0,1 mg de Ca®, decrescendo
posteriormente com o0 aumento da concentracdo do reagente
formador da molécula. Desta forma, a concentra%éo de Ca**
foi mantida em 0,1 mg (10 pL de solucdo de Ca** 10 g L™
para os futuros experimentos envolvendo determinagdo de fldor a
partir da molécula CaF.
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4,15 Parametros de mérito e avaliagdo da exatidao

Uma primeira comparacdo das intensidades dos sinais
analiticos obtidos utilizando 0,7 mg de amostra
NIST 1632b (correspondente a 30 ng of F) e 6 pL de uma solugéo 5 mg
L™ de fldor (correspondente a 30 ng de F) foi realizada a partir das
condicdes pré-estabelecidas (temperatura de pir6lise, temperatura de
vaporizacdo e massa de Ca?"), com o intuito de avaliar a similaridade
dos sinais analiticos provenientes de amostra s6lida e padroes em
solucdo.

Nas condicdes estabelecidas, a molécula CaF apresentou o
mesmo perfil analitico bem como intensidades de absorcéo
similares ao se empregar flior a partir de amostras solidas e a
partir de padrdes em solugdo, permitindo, desta maneira, a
utilizacdo de curvas de calibragdo feitas a partir de padrGes em
solucdes.

Portanto, a faixa de trabalho estudada foi linear utilizando
massas entre 1 ng e 50 ng de flior (como KF), pipetadas diretamente
na plataforma de grafite recoberta com palddio como
modificador permanente e adicio de 10 pL de solucdo de Ca**
10 g L* como reagente formador da molécula, com
temperaturas de pirélise e vaporizagdo de 700 °C e 2100 °C,
respectivamente.

O LOD e LOQ utilizando as equacdes descritas no item
3.10 foram 0,3 ng e 1,0 ng de fldor, respectivamente, enquanto que
a m, foi 0,1 ng de flhor. Os pardmetros de mérito encontrados
para a determinacdo de fllor a partir da molécula CaF estdo
mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Comprimento de onda e parametros de mérito determinados
experimentalmente e utilizados para a determinacdo de flior por HR-CS
SS-GF MAS a partir de calibragdo utilizando padrfes em solugdes.

Parametro Valor
Comprimento de onda, nm* 606,432
Limite de deteccdo, ng® 0,3

Limite de quantificacdo, ng? 1,0

Massa caracteristica, ng3 0,10
Coeficiente de determinagdo, R 0,999

Faixa linear de trabalho, ng 1,0a50
Equacéo da curva de calibracéo® y = 0,0457x + 0,0573

T absorvancia integrada utilizando trés pixels (CP+1)

2 calculado como 3 e 106/S (n = 10), respectivamente

*calculado como A;y = 0,0044 s

* absorvancia integrada (s) e massa de F (ng), representada por y e X,
respectivamente

Fonte: (MACHADO et al., 2015).

Para avaliar a exatiddo do método proposto bem como sua
aplicabilidade, foram utilizadas cinco amostras de CRM de carvéo, das
quais duas possuem concentracbes de flior certificados
(NIST 1635 — 259 + 3,3 ug g~ e BCR 40 — 111,4 + 85 ug g™) e trés
ndo possuem valores informados. Neste caso, os valores encontrados
utilizando o método proposto foram comparados com valores
encontrados na literatura, quando disponiveis, e estdio mostrados na
Tabela 5.

Para as amostras NIST 1635 e BCR 40 as concentraces de fluor
encontradas pelo foram 26,9 + 1,5 pg g e 1154 + 236 pug g™,
respectivamente, ndo  apresentando  diferenca  significativa
(teste t-student - nivel de confianga de 95%) a partir dos valores
certificados. Para o material certificado SARM 20, o qual ndo apresenta
valores certificados, a concentracdo de fllor encontrada foi de 125,8 £
44 ug g e ndo apresentou diferenca  significativa
(teste t-student) quando comparado com os valores reportados por
Dressler et al. (DRESSLER et al., 2003), que utilizou um sistema de
pirohidrélise como método de preparo de amostra e determinacdo de
flior  por andlise  potenciométrica com  eletrodo  ion
seletivo. Os materiais BCR 180 e SARM 18 apresentaram
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concentragbes de 84,8 + 57 pg gt e 1038 + 43 pg g’
respectivamente, porém, ndo apresentam valores nem certificados nem
reportados por outros autores.

Tabela 5. Determinacdo de fliior em diferentes amostras certificadas de
carvao utilizando HR-CS SS-GF MAS. Os valores representam a média
de cinco medidas + SD.

Amostra Enco_?trado Cert_iIicado D
(Mgg~+SD) (Mg g~ + SD)
NIST 1635 269+15 259+33 0,55
BCR 40 1154 + 23,6 111,4+85 0,73
BCR 180 84,8 +57 n.it -
SARM 20 1258 +4.4 125,8 + 8,4° 0,99
SARM 18 103,8 +4,3 n.it -

'n. i. = ndo informado
%encontrado por Dressler et al. (DRESSLER et al., 2003)
Fonte: (MACHADO et al., 2015).

4.1.6  Comparativo com a literatura

A técnica que faz uso da MAS para a determinacdo de flior é
uma das poucas que busca evitar etapas prévias de preparo de
amostra e quantificar o analito em uma Unica etapa. No entanto, até o
momento, um nudmero limitado de trabalhos envolvendo
MAS demonstram a determinacdo de flGor a partir de analise
direta de amostras solidas. Por exemplo, Ozbek e Akman demonstram a
aplicabilidade da técnica HR-CS MAS para a determinacdo
de flior em amostras de leite (OZBEK et al., 2013) e vinho (OZBEK et
al., 2015) utilizando a molécula CaF. Ozbek e Akman fizeram também a
determinacdo de fllor em amostras de creme dental utilizando a
molécula AIF (OZBEK et al., 2012a) e em amostras de agua a partir da
molécula SrF (OZBEK et al, 2012b). Da mesma forma,
Morés et al. (MORES et al., 2011) também demonstrou a aplicabilidade
da molécula CaF para a determinacdo de fllor em amostras
de ch& utilizando a técnica HR-CS GF MAS. No entanto
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as amostras foram previamente solubilizadas e injetadas na forma
liquida.

Na Tabela 6 estd a relagdo das principais metodologias
que fazem uso de MAS para a determinacdo de flior em diferentes
matrizes, bem como os LOD e m, encontrados por cada
metodologia empregada. S8o mostradas também as diferentes
moléculas diatdbmicas formadas entre flGor e demais cétions vaporizados
a partir de GF ou espectrometria de absorcdo molecular
utilizando chama (F MAS). Em comparativo com 0s
demais métodos que empregam MAS e a molécula CaF
é possivel identificar o baixo LOD (0,3 ng de F) encontrado neste
estudo.

Tabela 6. Limites de deteccdo, tipo de amostra e moléculas utilizadas
para a determinacdo de flior por GF MAS e F MAS em comparagio
com a metodologia desenvolvida neste estudo.

Referéncia Amostra Molécula m,(ng) LOD (ng)
(FLORES et al., 2007) Carvéo AlF GF MAS 0,10
(OZBEK e AKMAN, 2012a)  Creme dental AlF F MAS 5,5
(MORES et al., 2011) Ché CaF GF MAS 1,6
(OZBEK e AKMAN, 2013) Leite CaF GF MAS 0,26
(BORGES et al., 2014) Cha CaF GF MAS 0,04
(OZBEK et al., 2016) Alimento CaF GF MAS 0,20
(OZBEK e AKMAN, 2015) Vinho CaF GF MAS 0,18

(GLEISNER et al., 2011) Creme dental GaF GF MAS 0,05

(KRUGER et al., 2012) Farmaco GaF GF MAS 0,23
(OZBEK e AKMAN, 2012b) Agua SrF GF MAS 0,36
Este trabalho Carvao CaF GF MAS 0,30

% limite de deteccéo expressada em mg L™
Fonte: Autoria prdpria.
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4.2 Determinacgdo de cloro em amostras bioldgicas
4.2.1 Estudo da regido espectral de trabalho

Para a determinacdo de cloro uma nova proposta utilizando a
molécula SrCl é apresentada. Para isso um espectro de absor¢do da
molécula SrCl foi otimizado utilizando teoria do funcional da densidade
dependente do tempo, TD-DFT, e nivel de teoria BHandHLyp/def2-
QZ\VP. Utilizando tais ferramentas a distancia inter-nuclear (2,592 A) e
a frequéncia de vibracdo harmédnica (299,7 cm™) calculados foram
concordantes com os resultados experimentais (2,576 A (SCHUTZE-
PAHLMANN et al, 1982) e 300 cm™ (MORE et al., 1938)),
respectivamente. O espectro de absor¢do simulado (Figura 10)
demonstrou uma banda de alta intensidade em 636,8 nm com bandas de
menor intensidade entre 600 e 660 nm.

Figura 10. Espectro de absorcdo simulado para a molécula SrClI
utilizando célculos tedricos TD-DFT.
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Fonte: (PEREIRA, WELZ, et al., 2014).

A préxima etapa foi avaliar experimentalmente a regido espectral
demonstrada nos calculos teoricos. Para isso, uma faixa espectral entre
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635 nm e 637 nm foi avaliada (com incrementos de 0,4 nm), utilizando
uma solucdo contendo 20 ng de cloreto (como NaCl) e uma solugdo
contendo 100 pg de Sr** como reagente formador. Nestas condicdes, foi
observada uma forte banda de absorgdo em 635,862 nm (Figura 11), a
qual diferenciou apenas 0,95 nm do resultado calculado teoricamente.
Em adicdo, o espectro de absor¢do da molécula SrCl apresentou uma
sequéncia de bandas de menor intensidade, o que é caracteristico de
espectros rotacionais de moléculas diatdmicas. Outro ponto positivo € a
faixa espectral de absorcdo da molécula, a qual possui baixo risco de
interferéncias devido ao baixo nimero de moléculas e/ou atomos
capazes de absorverem nesta regido (entre 630 nm e 640 nm).

Figura 11. Espectro de absor¢do resolvido temporalmente para a
molécula SrClI na faixa entre 635,6 nm e 636,4 nm. CondicGes: 20 ng de
cloro (20 pL de uma solugdo de 1 mg L™) e adicdo de 0,1 mg de Sr** (10
uL de uma solugdo de Sr** contendo 10 g LY.
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52
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Fonte: (PEREIRA, WELZ, et al., 2014).

A partir dos dados obtidos nesta avaliagcdo que envolve a proposta
de uma nova molécula diatbmica, denominada aqui monocloreto de
estroncio (SrCl), foi possivel estudar os efeitos das temperaturas de
pirlise e vaporizacdo, além do efeito de modificadores quimicos
permanentes no seu emprego em SS para a determinacdo de cloro em
amostras biol6gicas.
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4.2.2 Otimizacdo das temperaturas de pirdlise e vaporizacdo para
padrdes aquosos

A préxima etapa foi o estudo da influéncia dos modificadores
guimicos permanentes paladio e zirc6nio nas temperaturas de pirélise e
vaporizacdo da molécula SrCl utilizando padrdo em solu¢do. Quando
modificadores permanentes foram utilizados, a sensibilidade foi
aumentada comparada a sensibilidade encontrada para plataforma de
grafite sem recobrimento (Figura 12).

Figura 12. Curvas de pir6lise e vaporizacdo para a molécula SrCl
formada & partir de 50 ng de cloro (10 pL de uma solugdo de 5 mg L™) e
adicdo de 0,10 mg de Sr** (10 pL de uma solucéo de 10 g L™ de Sr**).
Para a otimizacdo da temperatura de pirdlise, a temperatura de
vaporizagdo foi fixada em 2100 °C e para a otimizagdo da temperatura
de vaporizacdo, a temperatura de pirolise utilizada foi de 1000 °C para
paladio (o) e plataforma sem recobrimento (m), ¢ de 1200 °C para
zirconio (A ). Média e SD obtidos utilizando n = 3.
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Fonte: (PEREIRA, WELZ, et al., 2014).

Entretanto, enquanto a maxima temperatura de pir6lise para o
modificador zircénio pode ser encontrada em torno de 1400 °C, a
maxima temperatura de pirélise encontrada para o modificador paladio e
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para a plataforma sem recobrimento ndo excederam 1000 °C. Além das
medidas utilizando padr6es em solugdo, o branco também foi
monitorado a fim de eliminar a possibilidade do aumento de
sensibilidade dos modificadores permanentes ter sido por conta de
contaminagdo, sendo que nenhum sinal analitico maior que a
absorvancia integrada do branco contendo apenas Sr** foi observado.

Em relacdo as temperaturas de vaporizacdo, plataforma contendo
zirconio e paladio como modificadores permanentes e plataforma sem
recobrimento apresentaram, em termos de sensibilidade, o mesmo
comportamento encontrado na avaliagdo das curvas de pirdlise
empregando padrdo em solucdo. Ao se utilizar zircbnio como
modificador permanente, temperaturas de vaporizacdo de até 2100 °C
foram encontradas com sensibilidade 17% maior quando comparada as
curvas utilizando palddio como modificador permanente e 30%
utilizando plataforma sem recobrimento. Este ganho de sensibilidade
atrelada as altas temperaturas de pir6lise possibilitou a escolha de
plataforma recoberta com zirconio para os estudos futuros.

Zirconio (grupo 4) apresenta como caracteristica principal a
formacéo de carbetos (ZrC) quando aquecido em GF, inibindo assim a
interacdo dos constituintes formadores da molécula com o carbono da
plataforma de grafite. Esta caracteristica ¢ fundamental, pois um
elemento formador de carbeto pode atuar ativamente quando amostras
solidas ricas em carbono forem empregadas (VOLYNSKY, 2000).

4.2.3 Otimizacdo das temperaturas de pirdlise e vaporizacdo para
amostras solidas

O préximo passo foi avaliar a possibilidade do uso da nova
molécula SrCl, formada até entdo apenas em solucdo, frente a
constituintes presentes em uma amostra sélida sem qualquer etapa de
pré-tratamento da mesma. Desta forma, levando em consideracdo os
resultados obtidos para a molécula SrCl em solucdo utilizando zirconio
como modificador permanente (item 4.2.2), foi feita uma nova
otimizacdo utilizando amostras biolégicas e as condicdes pré-fixadas.
Os resultados para as curvas de pir6lise e vaporizacdo utilizando o
material de referéncia RM 8414 (musculo bovino), estdo mostrados na
Figura 13.
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Figura 13. Curvas de pirdlise e vaporizagdo para a molécula SrClI
formada utilizando aproximadamente 0,05 mg de amostra de referéncia
RM 8414 (90 ng de clorog, adicéo de 0,10 mg de Sr** (10 pL de uma
solucdo de 10 g L™ de Sr**) e zirconio como modificador permanente.
Para a otimizacdo da temperatura de pirolise, a temperatura de
vaporizagéo foi fixada em 2100 °C enquanto que, para a otimizagdo da
temperatura de vaporizacdo, a temperatura de pirélise utilizada foi de
600 °C. Média e SD obtidos utilizando n = 3.
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Fonte: (PEREIRA, WELZ, et al., 2014).

A méxima temperatura de pirdlise alcancada para a anélise direta
de amostras solidas sem perda de sensibilidade e com boa repetitividade
(desvio menor que 5%) foi de 600 °C utilizando zircénio como
modificador quimico permanente. A partir desta temperatura os sinais
analiticos passaram a ser deformados e com picos duplos (Figura 14), o
que explica os altos desvios encontrados nas temperaturas entre 700 °C
e 1000 °C. Provavelmente, devido & origem do analito (moléculas
organicas), diferentes mecanismos reacionais podem ser ativados
guando amostras biolégicas sdo utilizadas. Esses mecanismos
possivelmente sdo diferentes daqueles observadosquando ions em
solucdo sdo utilizados, como no caso do estudo envolvendo solucéo
padrdo de NaCl, por exemplo. No caso de temperaturas de vaporizacao,
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a maxima temperatura encontrada foi entre 2200 °C e 2300 °C
utilizando temperatura de pirdlise de 600 °C previamente fixada a partir
dos estudos envolvendo curvas de pir6lise.

Figura 14. Comparacdo dos sinais analiticos resolvidos temporalmente
para a molécula SrCl formada a partir de = 0,05 mg de amostra RM
8414 (= 90 ng de cloro), adi¢do de 0,10 mg de Sr** (10 pL de uma
solucdo de 10 g L™ de Sr*") e zirconio como modificador permanente.
As linhas representam o sinal analitico obtido em temperaturas de
pirélise de 600 °C (linha solida), 700 °C (linha tracejada) e 800 °C
(linha pontilhada). Para todos os experimentos foi utilizada a
temperaturas de vaporizagéo de 2100 °C.
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Fonte: (PEREIRA, WELZ, et al., 2014).
4.2.4  Otimizagdo da massa do reagente formador da molécula

A massa de Sr** foi otimizada para prevenir a perda de
sensibilidade da molécula SrCl formada em GF devido a competicdes
por conta de reagdes de outros constituintes da matriz com o reagente
formador da molécula. O excesso de Sr** no tubo de grafite possibilita
gue ions cloreto e cloro ligado a moléculas organicas sejam
vaporizados com boa eficiécnia. Neste sentido, a massa de
reagente formador da molécula foi estudada com concentracdes entre 50
Hg e 200 pg de Sr** pipetados diretamente na plataforma de grafite
recoberta com zirconio como modificador quimico permanente. O
comportamento  do  sinal  analitico alcanga um  platd
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quando concentracdes acima de 100 pg de Sr** sdo utilizadas, provendo
também alta repetitividade dos resultados e sinais analiticos néo
deformados.

4.25 Parametros de mérito e avaliacdo da exatidao

Previamente aos estudos envolvendo curvas de calibragdo, foi
feita a comparacdo dos sinais analiticos obtidos para solugdes contendo
90 ng de cloro com os sinais analiticos obtidos a partir da
vaporizagdo de 0,05 mg de material de referéncia RM 8414
(correspondente a 90 ng de cloro). As intensidades dos sinais analiticos
provenientes de padrdes em solugdo e de amostra sélida
utilizando 600 °C e 2300 °C como temperaturas de pirGlise e
vaporizagdo, respectivamente, foram muito similares,
possibilitando desta maneira 0 uso da curva de calibracdo a partir de
padrdes aquosos.

Sendo assim, a faixa de trabalho para quantificacdo de cloro foi
linear entre 3 ng e 100 ng de cloro, pipetadas diretamente na
plataforma de grafite recoberta com zircbnio como modificador
permanente e adicdo de 10 pL de solugdo de Sr** 10 g L™ como
reagente  formador da  molécula. Nesta  condicdo, o
coeficiente angular da curva de calibracdo foi de 0,0020 ng™* s e o
coeficiente de determinacdo melhor que 0,997. O LOD e
LOQ do método proposto foram determinados experimentalmente como
sendo 1,0 ng e 3,3 ng de cloro respectivamente, enquanto
gue a m, foi de 2,2 ng de cloro. Os parametros de mérito
encontrados para a determinacdo de cloro a partir da
molécula SrCl podem ser vistos na Tabela 7.
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Tabela 7. Figuras de mérito encontrados para a determinacéo de cloro
por SS-HR-CS GF MAS a partir de calibracdo utilizando solucdes
aquosas.

Parametro Valor
Comprimento de onda, nm* 635,862
Limite de deteccdo, ng® 1,0
Limite de quantificacdo, ng? 3,3
Massa caracteristica, ng3 2,2
Coeficiente de correlacdo, R 0,997
Faixa linear de trabalho, ng 3a100

! absorvancia integrada utilizando trés pixels (CP+1)
? calculado como 3 e 106/S (n = 10)

%calculado como A, = 0,0044 s

Fonte: Autoria propria.

A exatiddo do método otimizado foi avaliada utilizando
diferentes amostras bioldgicas certificadas e ainda comparando 0s
valores encontrados com os valores obtidos utilizando a técnica SS-
ETV-ICP-MS. Os valores encontrados para as duas técnicas podem ser
comparados na Tabela 9. Os valores das concentragdes de cloro
encontrados nos CRMs NIST 8414, NIST 1577b, NCS ZC e NBS 1567a
utilizando o método proposto a partir de calibracdo com solucdes padréo
ndo apresentaram diferenca estatistica segundo teste de Tukey-Kramer
(com um nivel de confianca de 95%) quando comparados com 0s
valores encontrados por SS-ETV-ICP-MS e com os valores certificados.
Para as amostras BCR 186 e BCR 278R ndo sdo disponiveis valores
certificados da concentracdo de cloro nestes materiais, porém a exatiddo
do método proposto pdde ser avaliada comparando os resultados
encontrados por MAS com aqueles encontrados por SS-ETV-ICP-MS.
Para os dois materiais as concentracdes de cloro ndo apresentaram
diferenca significativa (teste t-student com um nivel de confianca de
95%) comparando as duas técnicas de determinagéo.
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Tabela 8. Determinacdo de cloro em materiais bioldgicos de referéncia
certificados por HR-CS SS-GF MAS em comparagdo com SS-ETV-
ICP-MS. Os valores representam a média + SD.

Concentragao (% + SD)

Certificado
Amostra (%) p
GF MAS ETV-ICP-MS 0
NIST 8414 0,175 + 0,002 0,192+0,018 0,188+0,015 016
NIST1577b 0,280 + 0,050 0,285+0,021 0278+0006 097
NCS 71001 0,28 + 0,03 0,28 + 0,05 029+004 090
NBS 1567a 0,059 + 0,005 0,051 + 0,009 0,056° 012
BCR 186 0,86 +0,08 0,72 +0,09 n.i° 011
BCR 278R 1,99 % 0,40 2,22 +0,12 n.i° 0,39

#valor indicado; ” n&o informado;
Fonte: (PEREIRA, WELZ, et al., 2014).
4.2.6  Consideracdes sobre a molécula SrCI

O uso de Sr** na determinacdo de cloro ndo é novidade na
literatura. Heitmann et al. (HEITMANN et al., 2006) descrevem o
emprego de Sr** na determinacdo de cloro em material de referéncia
certificado (farinha de centeio), mas utilizando Sr** como modificador
guimico e ndo como reagente formador da molécula. Neste caso, 0s
autores empregaram aluminio como reagente formador da molécula
diatdbmica AICI formada em temperaturas de vaporizagdo de 2200 °C e
detectada em 261,42 nm. Um dos resultados relevante no trabalho de
Heitmann et al. (HEITMANN et al., 2006) é que nenhum sinal analitico
foi observado na auséncia de Sr**, enquanto que um prévio
recobrimento da plataforma de grafite com zirconio resultou em um
baixo sinal analitico. Isso demonstra que Sr®* funcionou como
modificador quimico enquanto zirconio inibiu a interacdo entre
reagentes e carbono da plataforma de grafite. Outra constatacdo de
Heitmann et al. (HEITMANN et al., 2006) é a dificuldade analitica
encontrada ao se trabalhar na regido espectral entre 261,3 nm e 261,5
nm, regido esta de possiveis sobreposi¢des de comprimentos de onda
devido ao nimero de 4tomos que podem absorver radiacdo nesta regido.
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Desta forma, encontrar uma molécula diatbmica formada a partir
de um modificador quimico e que absorva radiacdo em uma faixa
espectral menos complexa e, apesar de menor energia de dissociacdo
comparada a energia de dissociagdo da molécula AICI, apresente boa
sensibilidade, parece ser de grande relevancia. A molécula SrCl possui
energia de dissociacdo de 409 kJ mol™, sendo menor que a energia de
dissociacdo da molécula AICI (511 kJ mol™). Porém, apresentou LOD
de 1,0 ng de cloro (item 4.2.5), valor considerado ideal para a
determinacdo de cloro em amostras biolégicas. Ainda, o uso de Sr**
como reagente formador contribui para a geracdo e estabilizacdo da
molécula diatbmica em fase gasosa, permitindo boa repetitividade e
baixos RSD. A faixa de absor¢do da molécula SrCl (635,862 nm)
também é um fator positivo determinante para 0 sucesso desta nova
abordagem, pois nesta regido poucas linhas atbmicas sdo detectadas,
reduzindo assim a possibilidade de sobreposicdo de linhas de absorcéo
atébmica e/ou moleculares com a da molécula SrCI.

Outro fator que chama a atencdo nesta discussao é a competicao
do cation AI** com o cation Sr** na presenca de cloro, o qual poderia
interferir reduzindo o nimero de moléculas formadas em fase gasosa e
consequentemente na reducdo do sinal analitico. No entanto, esta
competicéo foi desconsiderada neste trabalho, pois Sr** esta em excesso
no tubo de grafite, garantindo assim que a formagdo da molécula AICI
ndo seja preferencialmente formada nas condigdes estabelecidas. Este
fato pode ser sustentado a partir dos resultados encontrados com 0s
experimentos utilizando materiais de referéncia RM 8414, CRM NBS
1567a e NCS 71001, cujos valores certificados de aluminio sdo 1,7 pg g
15,7 ug gt e 12 ug gt respectivamente. Mesmo contendo aluminio em
concentracBes relativamente elevadas, cloro foi determinado com
relativa exatidao e precisdo. Na Tabela 9 é demonstrado um resumo dos
trabalhos que descrevem o emprego da técnica de MAS para a
determinacdo de cloro em diferentes amostras bem como os LOD
encontrados em comparagdo com o LOD encontrado neste trabalho.
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Tabela 9. Limites de deteccdo, tipo de amostra e moléculas utilizadas
para a determinacdo de cloro utilizando GF MAS e F MAS em
comparagdo com a metodologia desenvolvida neste estudo.

Referéncia Amostra Molécula  Técnica  LOD (ng)
(FECHETIA et al., 2012) Comida AICI GF MAS 1,2
(HEITMANN et al., 2006) Bioldgicas AICI GF MAS 0,070
(ENDERS et al., 2016) Oleo cru AlCI 1,4°
srCl GF MAS 0,5°
InCl 1,4°
(MACHYNAK et al., 2016) Agua InCl GF MAS 0,10
(HUANG et al., 2006a) Sedimento InCl F MAS 3,0
(GUARDA et al., 2017) Carvéo CaCl GF MAS 0,75
Este trabalho Carvédo SrCl GF MAS 1,0

-ILni

% concentragdo em mg L™; concentracdo em mg kg™; ™" ndo informado
Fonte: Autoria propria.

Este trabalho que faz o emprego da molécula SrCl para a
determinacdo de cloro em amostras biol6gicas foi precursor para o
desenvolvimento de novas metodologias, dentre as quais, a metodologia
que faz a determinacdo de cloro em amostras de carvao utilizando SS
(Apéndice 1). Neste trabalho, zircdnio também foi utilizado como
modificador permanente a fim de aumentar a sensibilidade da molécula
SrCl formada em forno de grafite e os parametros de mérito como LOD
e m, foram avaliadas sendo encontradas como 0,85 ng e 0,24 ng,
respectivamente. Ainda, a exatiddo da metodologia proposta foi avaliada
utilizando quatro amostras de CRM e tiveram seus valores comparados
com aqgueles obtidos utilizando ETV-ICP-MS, ndo demonstrando
diferenca significativa entre as trés avaliagdes (teste t-student com um
nivel de confianga de 95%).

Ainda, utilizando a metodologia proposta, cloro também tem sido
avaliado em amostras de 6leo de peixe utilizando a molécula SrCI
formada em forno de grafite (Apéndice 2). Além de ser o pioneiro na
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determinacdo de cloro em amostras de 6leo de peixe utilizando a
molécula SrClI este trabalho também foi singular na determinacdo de
cloro utilizando injecdo direta da amostra diluida com 1-propanol. A
exatiddo neste caso foi assegurada utilizando titulacdo coulométrica
apos combustdo da amostra lipidica e ndo demonstraram diferencas
significativas entre os resultados obtidos (teste t-student, nivel de
confianga de 95%).

4.3  Determinagdo de bromo em amostras de carvao
4.3.1 Estudo da regido espectral de trabalho

Bromo, apesar de possuir energia de ionizagdo de 11,8 eV, a qual
€ menor que os halogénios cloro e fllor que possuem energias de
ionizacdo de 129 eV e 17,4 eV, respectivamente, ainda
apresenta grandes dificuldades em relacio a sua quantificacdo
utilizando técnicas baseadas em plasma como ICP-MS e ICP OES. A
técnica de ICP OES encontra limitacdo para separar as linhas de emisséo
deste elemento que se encontram no UVU e 0 mesmo
acontece com a técnica de AAS. Desta forma, a MAS
que faz wuso de sinais analiticos obtidos a partir de
moléculas  diatbmicas formadas em  fase gasosa, tem
sido uma boa alternativa para a determinagdo de bromo em amostras
complexas.

A determinacdo de bromo por HR-CS GF MAS
foi feita utilizando a molécula CaBr, a qual tem sido
utilizada na literatura, mas poucos trabalhos demonstram sua
aplicabilidade em SS. A molécula CaBr apresenta fortes
bandas de absorcdo na regido do espectro eletromagnético por volta de
625 nm, possuindo méaxima absor¢cdo em 625,315 nm referente a
transicéo eletronica X’=* — Al (PLASUS, 1998), que é mostrada na
Figura 15.

Esta molécula tem sido muito bem empregada por Huang
et al. (HUANG et al., 2008), Limburg e Einax (LIMBURG e EINAX,
2013) e Florez e Resano (FLOREZ e RESANO, 2013)
na determinacdo de bromo em amostras de sal e produtos
farmacéuticos, &gua e materiais retardantes de chama e plastico,
respectivamente.
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Figura 15. Espectro de absorvancia resolvido temporalmente para a
molécula CaBr com um méximo de absor¢do em 625,315 nm utilizando
120 ng de bromo (6 puL de uma solugdo de 20 mg L), adicdo de 20 pL
de solugdo de Ca®* contendo 20 g L™ e zircénio como modificador
quimico permanente.
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Fonte: (PEREIRA, CASTILHO, et al., 2014)

4.3.2 Otimizacdo das temperaturas de pirdlise e vaporizacdo para
padrdes aquosos

Como foi descrito anteriormente, Ca** possui forte afinidade com
o carbono proveniente da plataforma de grafite, tornando as
determinacdes por MAS sujeitas a interferéncias quando esse cation é
empregado como reagente formador da molécula diatbmica. Nesse
sentido, buscou-se inibir a interacdo entre reagentes e plataforma de
grafite utilizando diferentes modificadores quimicos permanentes, tais
como zircdnio, ruténio e paladio, além da adicdo da mistura
paladdio/magnésio juntamente com a amostra. A influéncia de cada
modificador quimico permanente nas curvas de pirélise e vaporizacdo
pode ser visto nas Figuras 16A e 16B.
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Figura 16. Curvas de pirdlise e vaporizacdo para a molécula CaBr
formada a partir de 120 ng de bromo (6 pL de uma solugdo de 20 mg
L% e adi¢do de 20 puL de uma solugdo 20 g L™ (0,20 mg de Ca?"). Para
a otimizacdo da temperatura de pirdlise (A), a temperatura de
vaporizacgdo foi fixada em 1900 °C enquanto que, para a otimizacdo da
temperatura de vaporizagdo (B), a temperatura de pirolise utilizada foi
1350 °C para zirconio (m), 1000 °C para ruténio (o), 1500 °C para
paladio (A), e 1000 °C para plataforma sem recobrimento (4),
respectivamente. Média e SD obtidos utilizando n = 3.
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Fonte: (PEREIRA, CASTILHO, et al., 2014).

Dentre os modificadores avaliados, zirconio e paladio foram os
mais eficientes em relacdo & maxima temperatura de pirdlise, onde
temperaturas de até 1400 °C podem ser usadas sem perda de
sensibilidade. Ruténio demonstrou maior sensibilidade quando
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comparado com os resultados obtidos utilizando plataforma sem
recobrimento, no entanto a maxima temperatura de pir6lise ndo excedeu
1000 °C. Resultado semelhante foi encontrado para plataforma sem
recobrimento, porém, como mencionado anteriormente, com menor
sensibilidade que os experimentos utilizando modificador quimico
permanente.

Em relacdo a influéncia dos modificadores permanentes nas
curvas de vaporizacdo, os comportamentos foram semelhantes aos
encontrados para as curvas de pirdlise utilizando zirconio e paladio para
0 recobrimento. Ruténio, no entanto, representou maior sensibilidade
guando comparado com as mesmas condi¢Bes de pir6lise, mas em
temperaturas de vaporizacdo de 2000 °C. Este resultado indica que nas
otimizages da curva de pir6lise, a temperatura de 1900 °C, estava fora
da condicdo Otima. A plataforma sem recobrimento ndo apresentou
ganho significativo de sensibilidade mesmo em uma ampla faixa de
temperatura.

Outra estratégia adotada neste trabalho foi a adicdo da mistura de
paladio/magnésio sobre a solucdo nos experimentos de pirdlise e
vaporizacdo que tiveram maior sinal analitico integrado avaliados
anteriormente. No entanto, nenhum ganho real de sensibilidade foi
encontrado para as condi¢Bes avaliadas. Este ganho de sensibilidade a
partir da adicdo de paladio/magnésio foi observado por Limburg e Einax
(LIMBURG e EINAX, 2013) na determinacdo de bromo utilizando a
molécula CaBr formada em tubo de grafite sem plataforma mas
recoberta com zircénio como modificador quimico permanente.
Provavelmente, os mecanismos envolvendo aquecimento direto do tubo
de grafite desencadeiam caminhos diferentes de formacéo da molecula
guando comparados com aqueles envolvidos a partir de uma plataforma.

4.3.3 Otimizacdo das temperaturas de pirolise e vaporizacdo para SS

Testes preliminares utilizando amostras de carvdo e o
procedimento de SS demonstraram sinais analiticos distorcidos, os quais
foram totalmente diferentes dos sinais analiticos encontrados para
padrdes em solucdo. A possivel explicacdo para este resultado é a forte
interac&o do reagente formador Ca** com o carbono presente na amostra
de carvdo, o qual inibe a vaporizacdo da molécula CaBr em forno de
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grafite mesmo quando altas concentracées de Ca** foram empregadas.
Neste sentido, este trabalho avaliou um novo caminho que mantém o
reagente formador da molécula separado da amostra sélida.

Para isso, a solucdo do reagente Ca”" foi pipetada diretamente no
tubo de grafite sem plataforma e entdo sobre esta solucdo inserida a
plataforma de grafite SS contendo a amostra. Todo o conjunto foi
submetido ao programa de aquecimento ajustado descrito na Tabela 2.
Desta forma, a amostra foi submetida as etapas de secagem e pirolise
sem contato com o reagente formador, permitindo que os sinais
analiticos adquiridos com a nova abordagem (Figura 17) fossem
adequados para o propdsito analitico.

Figura 17. Sinais analiticos resolvidos temporalmente para a molécula
CaBr utilizando 1,5 mg de amostra (BCR 182), zircénio como
modificador permanente e SS; linha solida: 20 pL de solugdo de Ca®" de
20 g L™ adicionados sobre a amostra; linha pontilhada: 50 pL de solugdo
de Ca®* contendo 20 g L™ introduzidos diretamente no tubo de grafite e
colocando a plataforma de grafite SS contendo amostra depositada sobre
a solugdo.
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Fonte: (PEREIRA, CASTILHO, et al., 2014).

Buscou-se avaliar previamente as curvas de pirélise e
vaporizacdo a massa de Ca®* necesséria para nova condicdo. Para isto, a
massa de CRM BCR 180 foi mantida constante enquanto que volumes
entre 10 e 60 pL de uma solucdo de Ca** de concentracdo de 20 g L™
(referente & 0,2 mg e 1,2 mg de Ca®") foram adicionados no tubo de
grafite utilizando o procedimento descrito anteriormente. Na Figura 18
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esta mostrado o sinal analitico obtido para as diferentes massas de Ca®*
empregadas. E possivel observar que a sensibilidade aumenta
significativamente entre 0,2 mg e 0,8 mg de Ca*" (10 pL e 40 L de
solucdo), permanecendo constante com maiores massa de Ca®*. Desta
forma, a massa de 1,0 mg de Ca** (50 pL de solucéo de Ca®* 20 g L)
foi mantida para os préximos estudos envolvendo curvas de pirélise e
vaporizagdo utilizando a nova abordagem e SS.

Figura 18. Correlacéo entre a massa de Ca®* pipetada no tubo de grafite
e absorvancia normalizada para 3 mg de CRM BCR 180 (referente a 100
ng de bromo). Condicdes: Temperaturas de pirdlise e vaporizacdo de
1100 °C e 2200 °C, respectivamente. Média + SD (n = 3).
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Fonte: (PEREIRA, CASTILHO, et al., 2014).

As curvas de pirolise e vaporizacdo para a nova abordagem foram
otimizadas utilizando zirconio e paladio como modificadores quimicos
permanentes. Estes dois modificadores apresentaram boa sensibilidade
no estudo de temperaturas de pirdlise e vaporizacdo envolvendo o
emprego de padrfes em solucéo. Os resultados para as curvas de pirdlise
e vaporizagdo utilizando anélise direta de amostras solidas podem ser
vistos na Figura 19A e 19B, respectivamente.

Temperaturas de pirélise de 1100 °C foram obtidas para os dois
modificadores permanentes sem perda de sensibilidade do analito. No
entanto, na avalia¢do das curvas de vaporizacdo, zirconio resultou em
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condicdo de maior sensibilidade quando comparado com plataforma
recoberta com palddio como modificador quimico. Enquanto zircénio
tem a propriedade de formar compostos refratarios com carbono, paladio
forma compostos de intercalagdo com a superficie de grafite (ORTNER
et al., 2002). No entanto, zirc6nio parece inibir a interacdo C-analito
(plataforma ou amostra) mais eficientemente que paladio. Desta forma,
zircdnio foi selecionado como modificador quimico permanente para 0s
estudos posteriores.

Figura 19. Curvas de pirdlise e vaporizacdo para a molécula CaBr
formada a partir de 3 mg de CRM BCR 182 com plataforma de grafite
SS contendo zirconio (o) e paladio (A) como modificadores quimicos
permanentes. Para a otimizacdo das temperaturas de pirdlise (A), a
temperatura de vaporizacao foi fixada em 2100 °C enquanto que, para a
otimizacdo da temperatura de vaporizacdo (B), a temperatura de pirélise
utilizada foi de 1100 °C para os dois modificadores. Massa de Ca®*: 1,0
mg (50 pL de uma solugo 20 g L™*). Média + SD (n = 3).
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4.3.4 Otimizacdo das temperaturas de pirdlise e vaporizacdo para
padrGes em solucdo utilizando analito separado do reagente
formador

A possibilidade do uso de padrdes em solucdo para a construcao
das curvas de calibracdo na determinacdo de bromo utilizando HR-CS
SS-GF MAS também foi avaliada. Para isto, buscou-se avaliar o
comportamento da molécula CaBr formada a partir do ion proveniente
de padroes em solucdo bem como a estabilidade da molécula
formada utilizando Ca** separado do analito. Neste sentido, as curvas de
pir6lise e vaporizacdo foram avaliadas para padrbes em
solucdo utilizando a nova abordagem (solucdo formadora separada do
analito).

As temperaturas Otimas de pir6lise e vaporizacdo foram
800 °C e 2200 °C, respectivamente, para as condi¢des abordadas.
Cabe ressaltar ainda que, em temperaturas de pirdlise acima de
800 °C, os sinais apresentaram distorcbes bem como duplos
picos, 0s quais podem ser vistos na Figura 20. Uma discussdo
detalhada a respeito desse comportamento anormal dos reagentes
e/ou molécula no tubo de grafite é apresentada mais adiante na secédo
4.3.6.
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Figura 20. Comparacdo dos sinais analiticos resolvidos temporalmente
para a molécula CaBr para a vaporizagdo de 30 ng de bromo e adicdo de
50 pL de uma solucdo de Ca*" contendo 20 g L™ Linha solida:
temperatura de pirolise de 800 °C, Ajx = 0,058 s; linha pontilhada:
temperatura de pirélise de 900 °C, Ajx = 0,122 s; linha tracejada:
temperatura de pir6lise de 1000 °C, Ay 0,143 s. Temperatura de
vaporizagéo de 2200 °C.
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Fonte: (PEREIRA, CASTILHO, et al., 2014).

435 Parametros de mérito e resultados analiticos

Levando em consideragdo os resultados encontrados a partir dos
experimentos utilizando material sélido e padrdes em solucdo (4.3.3 e
4.3.4, respectivamente), onde temperaturas de pirolise e de vaporizacao
de 800 °C e 2200 °C, respectivamente, satisfazem as duas condigdes
avaliadas (amostra solida e solucdo), foi possivel utilizar as curvas de
calibragdo a partir de padrdes em solucdo para determinagdo de bromo
com SS.

A faixa linear de trabalho foi encontrada experimentalmente entre
15 ng e 150 ng de bromo, pipetados em plataforma de grafite recoberta
com zircénio como modificador quimico permanente e 50 L de uma
solucdo de Ca®* contendo 20 g L™ pipetada diretamente no tubo de
grafite. O coeficiente angular encontrado foi de S = 0,0013 s ng™
enquanto que o coeficiente de correlagdo foi de R®> = 0,996. Outros
parametros de mérito como LOD e m, apresentaram valores de 4 ng e
3,4 ng de bromo, respectivamente.
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A exatiddo do método foi avaliada utilizando diferentes materiais
de referéncia certificados e também comparando os resultados
encontrados via HR-CS GF SS-MAS com os resultados encontrados
utilizando a técnica SS-ETV-ICP-MS. Os resultados para as duas
avaliacOes estdo demonstrados na Tabela 11.

E possivel observar que as concentracdes de bromo encontradas
para 0s CRMs BCR 181, BCR 182 e NIST 1630a, a partir de
determinacdes utilizando HR-CS SS-GF MAS e calibracdo com padrbes
em solucdo ndo apresentaram diferenca estatistica segundo teste de
Tukey-Kramer (nivel de confianca de 95%), quando comparados com 0s
valores encontrados por SS-ETV-ICP-MS e com os valores certificados.
Similarmente, os resultados encontrados para a amostra NIST 1632b
ndo apresentaram diferenca significativa do valor informado
pelo material, tanto para HR-CS SS-GF MAS como para SS-ETV-ICP-
MS.

Tabela 10. Determinacdo de bromo em diferentes amostras certificadas
de carvdo utilizando HR-CS SS-GF MAS a partir de calibracéo
utilizando padrBes em solugdo em compara¢do com SS-ETV-ICP-MS.
Os valores representam a média £ SD (n = 5).

Encontrado (ug g + SD)

Certificado
Amostra ( _1)
GF MAS ETV-ICP-MS HOg
BCR 181 36,7+15 38,4+5,3 37,3+£0,1 0,50
BCR 182 408+2,4 Calibragdo™ 39,7+0,7 0,35
NIST 16302 342+14 38,1+£6,2 33,0£2,0 0,21
NIST 1632b 17,4 +£ 3,2 16,9+0,6 172 0,74

* utilizado para calibragdo quando ETV-ICP-MS foi empregado
valor informado
Fonte: (PEREIRA, CASTILHO, et al., 2014).
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4.3.6  Mecanismos envolvidos na formagdo da molécula CaBr

Os trabalhos que fazem uso de MAS para a determinagdo de
moléculas em GF evidenciam que interacdes entre analito e reagente
formador da molécula ocorram preferencialmente em fase gasosa.
Embora, mesmo que muitos dos precursores para tais formacdes
moleculares ocorram ainda em fase condensada, a etapa de pirdlise
possibilita a decomposicdo destes constituintes para entdo formarem as
respectivas moléculas. Estas afirmacBes s6 sdo possiveis porque
reagente formador e analito sdo misturados previamente as etapas
envolvidas no programa de temperatura, dificultando a previsdo dos
diferentes mecanismos envolvidos na formagdo molecular. No entanto,
neste trabalho, o reagente formador e o analito sdo separados ainda na
fase condensada e esperava-se que a interacao deles s viria a acontecer
em fase gasosa apo6s a volatilizagdo dos dois componentes (célcio e
bromo).

No entanto, foram observados diferentes comportamentos nos
sinais analiticos (duplos picos) resolvidos temporalmente (Figura 20)
nos experimentos envolvendo padrdo em solu¢do em tubo de grafite e
analito em plataforma. Em geral, duplos picos sdo observados em
experimentos sem modificador quimico ou em experimentos que
utilizam baixa temperatura de pir6lise, os quais acabam por desaparecer
conforme essa temperatura de pir6lise é aumentada. Entretanto, o que
foi observado neste estudo foi exatamente o contrario. A medida que a
temperatura de pirélise aumenta acima de 800 °C, um dos componentes
(ou ambos) migra dentro do tubo de grafite (WELZ et al., 1985; 1987).
No caso de solugdes contendo apenas KBr e Ca** na forma de acetato,
espera-se que KBr, o qual possui ponto de fusdo de 734 °C, migre para a
regido onde se encontra o reagente formador CaCOs, que possui ponto
de fusdo de 825 °C (FALBE et al., 1989). Esta suposicdo é sustentada
devido ao duplo pico que aparece em temperaturas maiores que 800 °C
(Figura 20), pois a temperatura na parede do tubo de grafite é maior que
a temperatura da plataforma. Esta diferenca de temperatura permite que
a pequena fracdo de bromo que migrou para a regido da parede do tubo
contendo Ca®* forme a molécula CaBr antes da formagéo da molécula
em fase gasosa.

Se temperaturas de pirélise de 800 °C sdo utilizadas, o duplo pico
desaparece, evidenciando que a molécula CaBr esta sendo formada em
fase gasosa ap6s a decomposicdo dos dois reagentes formadores estdo
sugerindo diferentes mecanismos de formacao.
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5 CONCLUSOES PARTE I

No presente estudo, os resultados foram satisfatorios para as trés
metodologias desenvolvidas que fazem a determinacéo de fldor, cloro e
bromo via HR-CS SS-GF MAS. No caso da determinacdo de flGior em
amostras de carvao, a molécula CaF foi gerada em forno de grafite ap6s
a adicdo de excesso de Ca®* em plataforma recoberta com paladio como
modificador quimico permanente. Para a determinagcdo de cloro em
amostras bioldgicas foi proposta uma nova molécula de SrCl, a qual foi
inicialmente estudada utilizando TD-DFT para a obtencdo do espectro
de absorcdo para posterior abordagem experimental. Neste caso, 0
comprimento de onda de maxima absorcdo tedrico (636,815 nm) foi
muito préximo do experimental (635,862 nm), demonstrando que 0s
calculos utilizados descrevem com relativa certeza o comportamento da
molécula em fase gasosa. Neste estudo, a maxima sensibilidade foi
obtida utilizando zircénio como modificador quimico permanente e com
temperatura de vaporiza¢do de 2300 °C. Bromo foi determinado em
amostras de carvdo a partir da molécula CaBr e uma nova abordagem
que permitiu a separacdo da amostra da solucéo formadora (Ca®*). A
introducéo da solucdo formadora diretamente no tubo de grafite permitiu
gue a matriz fosse decomposta eficientemente sem levar a formacéo de
compostos que permitissem eventuais perdas do reagente formador e
inibissem a formacdo da molécula. Esta nova estratégia permitiu
também que uma maior massa de amostra (por volta de 3 mg) fosse
utilizada na SS, o que é um 6timo parametro quando a concentragéo do
analito € muito reduzida. Todas as metodologias foram avaliadas
utilizando diferentes CRMs e RMs. Além disso, no caso de cloro e
bromo a técnica de SS-ETV-ICP-MS foi utilizada para comparacao.
Dentre o0s resultados obtidos ndo foram observadas diferengas
significativas (nivel de confianca de 95%) com nenhum dos materiais de
referéncia ou com a técnica de comparacdo. Outro ponto muito
importante das metodologias desenvolvidas para a determinagdo de
flaor, cloro e bromo € a utilizacdo de padrdes aquosos para a construcao
das curvas de calibracdo, as quais sdo mais rapidas e econdmicas quando
comparadas as metodologias que utilizam CRM para calibrag&o.
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PARTE Il - D~ETERMINAC{‘AO DE ARSENIO TOTAL E
IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE ARSENOLIPIDEOS
EM AMOSTRAS DE OLEO DE PEIXE

6 MATERIAIS E METODOS
6.1  Instrumentacgéo

A determinacao de arsénio total em 6leo de peixe por HR-CS GF
AAS foi feita utilizando um espectrémetro modelo 600 (Analytik Jena)
ja descrito na secdo 3.1. Para todas as medidas foi utilizado o
comprimento de onda de 193,696 nm e a absorbancia integrada de trés
pixels (absorvancia selecionada do volume do pico, PVSA, As; in)-

Tubos de grafite recobertos piroliticamente com plataforma
integrada (Analytik Jena, Part no. 407-A81.025) foram utilizados para
todas as otimizagOes e determinacGes. O programa de temperatura
otimizado para a determinacdo de arsénio total utilizando HG-CS GF
AAS estd mostrado na Tabela 11.

Tabela 11. Programa de temperatura utilizado para a determinagdo de
arsénio total por HR-CS GF AAS a partir de solugdes padrdo ou andlise
direta de amostras diluidas em 1-propanol.

Etapa Temperatura Rampla Permanéncia
G (CsY) (s)
Secagem 1 110 50 20
Secagem 2 130 50 20
Pirdlise 1400 50 10
Vaporizacdo 2300 3000 5
Limpeza 2400 1000 4

Fonte: Autoria propria.
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Para as investigagdes envolvendo analise de especiacdo de
arsénio as medidas foram feitas utilizando um ESI-MS Orbitrap
Discovery LTQ (Thermo Scientific, Alemanha) em modo positivo de
varredura (resolugdo de 30 000) e um ICP-MS triplo quadrupolo 8300
(Agilent Technologies, EUA), operando em modo orgénico (cones de
Pt), 10% de gas opcional (20% O, em Ar) e O, como gas reacional (2
mL min™). Para o monitoramento de arsénio o primeiro quadrupolo
(Q1) foi configurado para monitorar a m/z 75, enquanto que o segundo
quadrupolo (1Q2) foi configurado para monitorar a m/z 91 referente a
espécie °As™0". Para o monitoramento de fésforo e enxofre, Q1 foi
configurado para monitorar a m/z 31 e m/z 32, respectivamente,
enquanto que o Q2 foi configurado para monitorar a m/z 47 e m/z 48,
referentes as espécies P*0* e ¥5®0*, respectivamente. Germanio
(m/z 72) foi utilizado como padrdo interno e foi monitorado utilizando
Q1 e Q2 configurado para monitoramento de "*Ge*.

Para a separacdo das espécies de arsenolipideos foi utilizada uma
coluna poroshell EC18 (2,7 pum, 4,6 x 150 mm) e 20 min de gradiente
linear de 0 a 100% de metanol (acido férmico 0,1% (v/v) em agua e
acido férmico 0,1% (v/v) em metanol), seguido de 20 min de 100% de
metanol. Aproximadamente 75% do fluxo proveniente do HPLC foram
injetados diretamente no ESI-MS enquanto os 25% sobressalente foram
injetados no ICP-MS. A quantificacdo das espécies de arsénio utilizando
ICP-MS foi feita a partir de espécies do acido dimetilarsénico (DMA),
proveniente de Acros Organics (GBR). Para isto, foi utilizado um
procedimento de calibragdo descrito por Amayo at al. (AMAYO et al.,
2011) que utiliza a injecdo pés-coluna de padrdo de arsénio ("°As como
DMA) e padrdo interno ("’Ge) para estimar o fator de resposta (As) de
calibracdo. Este Ass foi estimado em ordem de compensar a variagao da
linha de base em funcdo do aumento de gradiente que causa o
enriquecimento de carbono proveniente do solvente organico metanol.

6.2  Reagentes e materiais de referéncia

Todos os experimentos foram feitos utilizando agua ultra pura
(resistividade de 18 MQ cm). Solucdo padrdo de 1 g L™ de As, como
acido 3-nitro-4-hidroxifenilarsénico (Rox), &cido p-arsanilico (p-ASA),
Acido monometilarsénico (MMA), Acido dimetilarsénico (DMA),
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arsenato (As>") e arsenito (As®) foram obtidos da Sigma-Aldrich.
Soluces de 1 g L™ de ruténio e iridio (Sigma-Aldrich) foram utilizados
como modificadores permanentes enquanto que paladio (Fluka) como
modificador quimico em solucédo adicionado sobre a amostra.

Os solventes utilizados para as extracfes das espécies de arsénio
foram pelo menos de grau analitico e foram obtidos da Thermo Fisher
Scientifics (EUA). Para o preparo de amostras envolvendo digestéo
assistida por radiacdo micro-ondas foi utilizado peroxido de hidrogénio
(H20,, 32%) (Fluka) e &cido nitrico p.a (HNO3, 65%), obtido de Sigma-
Aldrich. Os eluentes empregados nas separa¢fes cromatograficas foram
metanol (Thermo Fisher Scientifics), carbonato de amoénio (Sigma-
Aldrich) e &cido formico (Fluka). Para a avaliacdo da exatiddo no uso de
procedimentos envolvendo digestdo assistida por radiacdo micro-ondas
foi utilizado como material de referéncia certificado o material DORM-
3 (musculo de peixe, 6,80 + 0,64 mg g™ de As), da National Research
Council Canada (NRCC).

6.3  Amostras

As amostras de 6leo de peixe, bem como o material utilizado para
a extracdo das espécies de arsénio provenientes de 6leo de peixe,
denominado aqui bentonita, sdo provenientes da empresa Golden
Omega S.A., Arica, Chile. O 6leo é coletado a partir de peixe de
espécies ndo especificas, mas que possuem em maior quantidade a
espécie anchoveta Peruana (Engraulis ringens), coletada no oceano
Pacifico.

No dleo extraido utilizando prensa hidraulica (Amostra A - éleo
bruto) foi adicionado bentonita (Tonsil 126 FF, Siid-Chemie, Munique)
para extracdo e remog¢do de contaminantes. A bentonita contendo os
contaminantes adsorvidos foi separada, estocada em frascos de vidro e
direcionada ao laboratdrio para posterior manipulacdo envolvendo
extracdo e/ou preparo de amostra. JA o Oleo remanescente foi
direcionado a diferentes processos de purificacdo envolvendo destilagéo
e foram denominados como sendo: Amostra B — fracdo limpa (rica em
Odmega-3); Amostra C — residuo (proveniente da destilacdo); Amostra
D — produto final. O material foi mantido em 4 °C quando ndo
manipulado e o tempo total entre coleta e extracdo foi de uma semana.
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6.4  Procedimento para a determinagdo de arsénio total utilizando
HR-CS GF AAS

Inicialmente, 0,5 g de cada amostra de 6leo de peixe (A-D) foram
diluidas para 5 mL de 1-propanol com o objetivo de reduzir a
viscosidade da amostra. Volumes de 10 e 30 puL da amostra diluida
foram transferidas para a plataforma do tubo de grafite previamente
tratada com 400 pg (10 injecdes de 40 pL contendo 40 pg) de ruténio ou
iridio. Em alguns casos, 10 pL de solucdo de paladio foram pipetados
sobre a amostra ou sobre a solucdo padréo e submetidos ao programa de
aquecimento. O uso de 1-propanol como diluente de amostras com alto
teor lipidico foi proposto por Chaves et al. (CHAVES et al., 2011) na
determinacdo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, P, S e Zn em amostras de
biodiesel e vegetais utilizando a técnica de ICP OES.

6.5 Procedimento para a digestdo assistida por radiagdo micro-ondas

Para avaliagdo da exatiddo do método proposto, as amostras de
6leo de peixe foram ainda submetidas ao procedimento de digestdo
assistida por radiagdo micro-ondas utilizando um equipamento
TOPwave (Analytik Jena), com controle de pressdo e temperatura dos
oito frascos de trabalho. Aproximadamente 0,3 g de amostra de 6leo de
peixe foram transferidas para os frascos PTFE e foram adicionados uma
mistura de 5,0 mL de acido nitrico concentrado e 3 mL de peroxido de
hidrogénio 30% (m/m). Os frascos foram fechados e posicionados para
0 programa de temperatura descrito na Tabela 12. Os extratos
provenientes da digestdo foram aferidos a 15 mL com agua ultrapura
para posterior determinacdo de arsénio total utilizando HR-CS GF AAS
e ICP-MS.
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Tabela 12. Temperatura e programa de pressdo utilizados para a
digestdo de aproximadamente 0,3 g de amostra de dleo de peixe e uma
mistura de 5 mL de HNO; concentrado e 3 mL de H,O, 30% (m/m).

Etapa 01 02 03
Temperatura (°C) 145 170 200
Presséo (bar) 40 40 40
Poténcia (%) 40 70 80
Rampa (°C min™) 2 5 2

Time (min) 10 5 20

Fonte: Autoria propria.
6.6  Procedimentos para extragdo sequencial dos compostos

Inicialmente, 5 g de material bentonita contendo os constituintes
adsorvidos foram submetidos a diferentes etapas de extracdo, das quais
0 sobrenadante foi removido e o residuo submetido a etapa de extragéo
subsequente. A sequéncia utilizada para extragdo foi: adi¢cdo de 50 mL
de hexano; seguida de adicdo de 60 mL de metanol/cloroférmio (1 : 2
v/v); 50 mL de metanol, e 50 mL de agua ultrapura. Todas as fases
foram submetidas a uma etapa de agitagdo (700 r.p.m durante 60 min),
centrifugacdo (3000 r.p.m durante 10 min) e posterior secagem. Ento,
em cada extrato foi adicionado 1 mL de HNO; concentrado e 2 mL de
H,0, para digestdo assistida por radiacdo micro-ondas utilizando o
seguinte programa de temperatura: 5 min em 50 °C; 5 min em 75 °C; e
25 min em 95 °C. Os extratos provenientes das digestdes foram diluidos
para 30 mL utilizando agua ultrapura e a concentracdo total de As foi
determinada por ICP-MS.

6.7 Procedimentos para o fracionamento utilizando coluna
preparativa

O extrato obtido utilizando a mistura de metanol/cloroférmio
(secdo 6.6), foi submetido a diferentes etapas de fracionamento
utilizando coluna preparativa recheada com aproximadamente 150 g de
silica gel (0,063 - 0,200 mm). O fracionamento foi feito utilizando
diferentes solventes, tais como hexano, acetato de etila, cloroférmio e
metanol, bem como a mistura deles, no intuito de aumentar ou diminuir
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a forca de eluigdo. Um esquema detalhado de todos os procedimentos
envolvidos na etapa de fracionamento esta demonstrado na Figura 21.
Cada extrato resultante (B — N) foi submetido a uma etapa de secagem
utilizando rota evaporador, liofilizado e entdo diluido utilizando 5 mL
de metanol. A partir de cada fracdo obtida, foi feita a identificacdo das
espécies de arsénio utilizando HPLC-ICP-MS/ESI-MS e quantificagéo
por ICP-MS apés digestdo assistida por radiacdo micro-ondas. O extrato
proveniente da etapa de extracdo utilizando apenas hexano (se¢do 5.4),
também foi submetido aos procedimentos descritos acima, no entanto, o
extrato foi apenas seco em ar comprimido e diluido utilizando 5 mL de
metanol (fragdo A).

Figura 21. Esquema do fracionamento e identificacdo das espécies de
arsénio utilizando HPLC-ICP-MS/ESI-MS.

Amostra Secagem
50 mL de hexano ME‘:’Q‘?{Z?;)C‘; él 2 259 de silica gel
Agitagao 1 h Residuo & Fase Metanol /CHCI Secagem
Centrifugago Centrifugagdo 2 150 g de silicagel
Fase hexano resid Hexano (400 mL) ‘
esiduo
4‘ Hexano/acetato de etila (200/200 mL) ‘
Adigao de 5 mL de metanol Elfg‘ Acotato de etla (100 mL) ‘
Andlise de especiagao
F Acetato de etila/CHCIs (280/120 mL)
G Acetato de etila/CHCI3 (200/200 mL)
Rota evaporator
Adigao de 5 mL de metanol H [ Acetato de etila/CHCI, (120/280 mL) ‘
HPLC-ICP-MS/ESI-MS Liofilizacao — L
Adic&o de 5 mL de metanol ) } CHCI (400 mL) ‘
Digestio assistida ig‘ CHCIy/metanol (300/100 mL) ‘
por microondas
7‘ CHCly/metanol (280/120 mL) ‘
Arsénio total
1CP-MS CHCIy/metanol (200/200 mL) ‘
4{ CHClymetanol (120/280 mL) ‘
‘ Metanol (400 mL) ‘

Fonte: Autoria prépria.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1  Determinacéo de arsénio total por HR-CS GF AAS

7.1.1 Otimizacdo das temperaturas de pirélise e atomizagdo para
solucdo padrdo

Inicialmente as temperaturas de pirdlise e atomizacdo foram
avaliadas utilizando solucdes padrdo de arsénio (10 ng de As®)
pipetadas em plataforma de grafite recoberta com iridio ou ruténio como
modificadores quimicos permanentes bem como em plataforma sem
recobrimento. As curvas de pirolise e atomizacgao para as trés condigdes
estdo mostradas na Figura 22.

Figura 22. Curvas de pirdlise e atomizacéo para 10 ng de arsénio (10
UL de uma solugdo contendo 1 mg L™ de As®*). A temperatura de
atomizacdo foi fixada em 2200 °C para a otimizacéo das temperaturas de
pirdlise, enquanto que, para a otimizacao a temperatura de atomizagao,
as temperaturas de pirdlise foram fixadas em 900 °C para plataforma
sem modificador (m), 1400 °C para Ir (A) ou Ru (e).
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Fonte: (PEREIRA, DE ALMEIDA, et al., 2016).

Para estes estudos utilizando arsénio em solugdo, a maxima
temperatura de pirolise para os modificadores iridio e ruténio foi em
torno de 1500 °C. No entanto, plataforma de grafite recoberta com iridio
apresentou maior sensibilidade quando comparado com plataforma
recoberta com ruténio e plataforma sem recobrimento. A temperatura
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méaxima de pirdlise alcancada sem perda do analito para 0s experimentos
realizados em plataforma sem recobrimento ndo excedeu 900 °C,
demonstrando a eficiéncia dos modificadores quimicos depositados
eletro termicamente.

O comportamento do arsénio em plataforma de grafite sem
recobrimento tem sido discutido na literatura (HUSAKOVA et al.,
2007; TOROK et al., 2010; DE JESUS et al., 2012) e é explicado pela
penetracdo liquida do analito nos poros do grafite pirolitico.
Este efeito leva a formacdo de carbetos intersticiais analito-carbono, os
guais possuem alta volatilidade. Esta volatilidade explica a baixa
temperatura de pirélise (900 °C) alcancada com plataforma de grafite
sem recobrimento. Por outro lado, ruténio e iridio sdo metais
pertencentes ao grupo da platina com pontos de ebuli¢cdo de 2310 °C e
2410 °C, respectivamente, e formam compostos de intercalacdo com o
grafite da plataforma (L'VOV, 2000; VOLYNSKY, 2000; ORTNER et
al., 2002), agindo entre o analito e o grafite prevenindo a formacéo do
carbeto volatil. Este efeito pode ser observado pelas altas temperaturas
de pirdlise (1500 °C) alcangadas quando os modificadores s&o
empregados.

7.1.2 Otimizacdo das temperaturas de pirélise e atomizacdo para
amostras de dleo de peixe

A préxima etapa foi avaliar o comportamento do analito
proveniente da amostra de 6leo de peixe frente as curvas de pirdlise e
atomizacgdo utilizando plataforma de grafite recoberta com ruténio e
iridio bem como plataforma sem recobrimento. Apesar de a
plataforma de grafite ndo tratada ter apresentado relativa baixa
temperatura de pir6lise no experimento utilizando solugdo padréo,
essa hipotese ndo foi descartada, pois para as trés avaliagBes (ruténio,
iridio e plataforma sem recobrimento) a sensibilidade foi similar.
Os resultados para as otimizacdes das curvas de pirolise e atomizacédo
envolvendo amostra de 6leo de peixe estdo mostrados na Figura 23.
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Figura 23. Curvas de pirolise e atomizacao obtidas a partir de 20 uL de
solucdo (0,5 g de Amostra A diluido para 5 mL com 1-propanol). Para a
otimizacdo das temperaturas de pirdlise, a temperatura de atomizacgéo foi
fixada em 2200 °C; para a otimizacdo das temperaturas de atomizagéo,
as temperaturas de pirolise foram fixadas em 1200 °C para plataforma
sem recobrimento (m) ¢ 1500 °C para iridio (A ) ou ruténio (e).
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Fonte: (PEREIRA, DE ALMEIDA, et al., 2016).

A partir da Figura 23 é possivel observar que o comportamento
do analito foi diferente daquele em solucdo padrdo. Neste caso, as
curvas de pirélise e atomizagdo foram semelhantes para as trés
condicbes experimentais (ruténio, iridio e plataforma sem
recobrimento), com temperaturas maximas em torno de 1500 °C. A
possivel explicacdo para a maior temperatura sem perda do analito
utilizando plataforma sem recobrimento pode estar nas diferentes formas
gue o arsénio se encontra na matriz lipidica.

Os experimentos utilizando padrdes em solugdo foram feitos a
partir de uma solugdo contendo espécie de arsénio inorganico (As*")
conhecida por penetrar nos poros do grafite pirolitico. No entanto, as
espécies presentes na amostra de Oleo de peixe podem conter
grupamentos organicos ligados aos respectivos atomos de arsénio
(AMRAN et al., 1997; TALESHI et al., 2008; AMAYO et al., 2013),
inviabilizando a formacdo de carbetos volateis. Outra suposicdo esta na
influéncia dos componentes da prépria matriz atuando como
modificadores quimicos na estabilidade do arsénio no tubo de grafite.
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Comparando as curvas de pirdlise e atomizacdo encontradas para
0 analito proveniente de uma solucdo padrdo e da amostra (Amostra A),
é possivel observar que o comportamento das espécies organicas e
inorganicas varia de acordo com a condicdo experimental empregada
(plataforma sem recobrimento e plataforma recoberta com ruténio ou
iridio). Sendo assim, foi avaliada a estratégia de se utilizar paladio em
solucdo como modificador quimico em conjunto com os demais
modificadores permanentes, bem como com plataforma sem
recobrimento. As curvas de pir6lise e atomizacdo para as trés novas
condicdes estdo mostradas na Figura 24.

Figura 24. Curvas de pirolise e atomizacdo obtidas a partir de 20 pL de
solucdo (0,5 g de amostra A diluido para 5 mL com 1-propanol) e 10 pg
de paladio (10 pL de uma solucéo contendo 10 g L™ de Pd). Para a
otimizagdo das temperaturas de pirdlise, a temperatura de atomizag&o foi
fixada em 2200 °C; para a otimizacdo das temperaturas de atomizacdo
as temperaturas de pirolise foram fixadas em 1500 °C para plataforma
sem recobrimento (m), 1400 °C para iridio (A) e 1500 °C
para ruténio (e).
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Fonte: (PEREIRA, DE ALMEIDA, et al., 2016).

O uso de paladio em solucdo em conjunto com a plataforma de
grafite recoberta com ruténio demonstrou melhores resultados dentre as
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trés condicdes avaliadas. Mesmo que plataforma sem recobrimento e
plataforma recoberta com iridio fornecam temperaturas de pirélise em
torno de 1400 °C, a sensibilidade deles para uma mesma massa de
analito ainda é menor que aquela encontrada ao fazer a combinacéo de
ruténio e paladio. A temperatura de atomizacdo para as trés condicdes
foi em torno de 2300 °C, reafirmando a hip6tese de maior sensibilidade
devido ao efeito dos modificadores empregados.

Parece evidente que o paladio em solucdo estabiliza o arsénio
enquanto que o ruténio (modificador permanente) previne a interacdo
carbono-analito, reduzindo a formacdo de carbetos volateis e perda do
analito na etapa de pirolise. Cabe ressaltar ainda que o palddio inibe a
formagdo de carbetos em fase condensada, o que contribui para o
emprego de maiores temperaturas de pirdlise (VOLYNSKY, 2000).
Para avaliar o efeito da combinagéo ruténio-paladio na estabilizacdo de
diferentes espécies de arsénio (organicas e inorganicas), um novo estudo
foi iniciado utilizando As**, MMA, DMA, AsB, p-ASA e ROX nas
mesmas condic¢Bes encontradas com os experimento anterior (plataforma
recoberta com ruténio, adi¢do de palédio sobre a amostra e temperaturas
de pirdlise e atomizacdo de 1400 °C e 2300 °C, respectivamente). Os
resultados podem ser vistos na Figura 25.

Para todas as avaliagdes utilizando uma massa de 10 ng das
diferentes espécies de arsénio nenhuma diferenca significativa em
relacdo ao sinal analitico (absorvancia integrada) foi observada (teste t-
student, nivel de confianca de 95%). Os resultados demonstraram que o
comportamento das espécies de arsénio avaliadas (organicas e
inorgénicas) foram condicionadas de forma muito semelhante quando
ruténio como modificador permanente e paladio como modificador em
solucdo foram empregados conjuntamente dentro das condigdes de
temperaturas otimizadas. Esta observacdo permitiu que a curva de
calibragio fosse feita a partir de solucdes padrdo de As** ou de qualquer
uma das espécies avaliadas.
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Figura 25. Sinais analiticos para 10 ng de arsénio (10 pL de solugbes
contendo 1 mg L™ de arsenito - As*, 4cido monometilarsénico —
MMA, écido dimetilarsdbnico — DMA, arsenobetaina — AsB, acido 3-
nitro-4-hidroxifenilarsénico — ROX e 4&cido p-arsanilico - p-ASA.
Condicoes: plataforma de grafite recoberta com 400 pug de ruténio (10
injecdes de 40 uL contendo 40 pg); 10 ug de paladio (10 pL de uma
solucdo contendo 1 g L™ de Pd) adicionados sobre a amostra;
temperatura de pirélise e atomizagdo de 1400 ° e 2300 °C,
respectivamente.
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Fonte: (PEREIRA, DE ALMEIDA, et al., 2016).
7.1.3  Calibracdo e parametros de mérito

A curva de calibracdo utilizando solucbes padrdo de As®* foi
investigada e a faixa linear de trabalho foi entre 0,10 e 15,0 ng de
arsénio com coeficiente angular de 0,1035 ng™ s e coeficiente de
correlacdo de 0,999. O LOD e LOQ encontrados foram de 30 pg
e 100 pg de As ou 0,03 pg g'1 e 01 pg g'l, respectivamente,
considerando a injecdo de 10 pL de uma solucdo de 05 g
de amostra diluidas para 5 mL com 1l-propanol. LOD e
LOQ foram calculados como 3 e 106/S (n = 10), respectivamente,
onde o ¢ o desvio padrio de 10 medidas do branco ¢ S ¢ a
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medida de inclinagdo da curva de calibracdo obtida a partir de
solucdes padrdo de As**. A m, foi de 43 pg de As e foi
estimada como sendo a massa do analito capaz de causar
uma absorvancia integrada correspondente a 0,0044 s e (Aiy = 0,0044
s/S). Um resumo dos parametros de méritos estd mostrado na
Tabela 12.

Tabela 13. Parametros de mérito encontrados para a determinagdo de
arsénio utilizando HR-CS GF AAS e curva de calibracdo a partir de
solucdo padrao.

Parametro Valor
Limite de deteccdo, pg 30
Limite de deteccdo*, pug g™ 0,03
Limite de quantificacdo, pg 100
Limite de quantificacdo*, pg g™ 0,1
Massa caracteristica, pg 43
Correlagdo linear, R? 0,999
Faixa de trabalho, ng 0,10-15,0

*estimados a partir da diluicdo de 500 mg de amostra para 5 mL de 1-propanol
e injecdo de 10 pL de solucéo pipetadas no forno de grafite.
Fonte: Autoria propria.

O LOD absoluto encontrado neste trabalho é similar aquele
encontrado por Bermejo-Barrera et al. (BERMEJO-BARRERA et al.,
1998) que faz a determinacdo de arsénio em agua do mar por
GF AAS utilizando dois corretores de fundo: lampada de deutério (LOD
- 24 pg de As) e efeito Zeeman (LOD - 32 pg de As).
No entanto, Bermejo-Barrera et al. utilizaram apenas paladio
como modificador quimico adicionado sobre a amostra.
Resultado similar foi encontrado por Husékové et al. (HUSAKOVA et
al., 2007) na determinacdo de arsénio em cerveja utilizando
GF AAS com uma lampada de deutério como corretor de
fundo e também palddio em solugdo como modificador quimico.
Nestas condi¢des, Husdkova et al. encontraram um LOD de 23 pg
de As.
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7.1.4  Determinacdo de arsénio total em dleo de peixe por HR-CS GF
AAS e ICP-MS

A partir das otimizacdes feitas para 0 método proposto (ruténio
como modificador permanente e paladio em solucdo adicionado sobre a
amostra), foi possivel fazer a determinacdo de arsénio total em
quatro amostras de 6leo de peixe (A — D) utilizando HR-CS GF AAS ¢
apenas uma diluicdo da amostra em 1-propanol. Para a comparacdo dos
resulados e avalaiacdo da exatiddo, as amostras de Oleo de
peixe foram digeridas em sistema fechado (digestdo assistida
por radiacdo micro-ondas) e a determinacdo de arsénio total
nos extratos digeridos foi realizada utilizando HR-CS GF
AAS (programa otimizado anteriormente) e a técnica de
ICP-MS. Os resultados das trés avaliacbes estdo mostrados na
Tabela 14.

Tabela 14. Determinacdo de arsénio total em amostras de 6leo de peixe
por HR-CS GF AAS a partir de injecdo direta e extrato digerido por
radiacdo micro-ondas e por ICP-MS utilizando extratos digeridos por
radiacdo micro-ondas (n=3).

Concentracéo (ug g™ + SD)

Amostra 1 1 p
GFAAS  GF AAS ICP-MS

A 106+13 103+1,3 10,0+ 0,6 0,72

B 0,17+0,04  <0,49 0,23 + 0,03 0,11

C 0,18+0,02  <0,492 0,19 0,01 0,48

D <0,10° <0,49° <0,10 -

! Extratos provenientes da digestao assistida por radiagdo micro-ondas.

2LOQ (10 o/S, n = 10), considerando 300 mg de amostra e diluicio para 15 mL
com &gua ultrapura e volume de 10 pL pipetados no forno de grafite.

¥ LOQ (10 6 /S, n = 10), considerando 500 mg de amostra diluidas para 5 mL
com 1-propanol e volume de 10 pL pipetados no forno de grafite.

Fonte: (PEREIRA, DE ALMEIDA, et al., 2016).
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As concentragdes de arsénio total encontradas nas amostras de
Oleo de peixe ndo apresentaram diferenga significativa (test
t-student com um nivel de confianga de 95%) quando comparadas
com os valores encontrados utilizando extratos digeridos e HR-CS GF
AAS ou determinag6es por ICP-MS.

A amostra A (6leo bruto) foi a que apresentou maiores teores de
arsénio total (10,6 + 1,3 pg g™) utilizando a técnica de injecdo
direta e determinacdo por HR-CS GF AAS. Estas concentracdes
foram confirmadas comparando-as com 0s extratos
digeridos e determinados por HR-CS GF MAS e ICP-MS, que
foram 10,3 + 1,3 pg g e 10,0 + 0,6 pg g*, respectivamente.
As amostras B e C apresentaram concentracfes similares de arsénio
total (0,18 pg g?) utilizando injecdo direta e determinacdo por
HR-CS GF AAS e ICP-MS. No entanto, para quantificacdo de
arsénio total a partir dos extratos digeridos e determinacdo
por HR-CS GF AAS as concentra¢es foram inferiores ao LOQ do
método (< 0,49 pg g™).

As baixas concentracdes de arsénio total nas Amostras B e C em
comparagdo com a amostra A, corroboram com o fato das Amostras B e
C serem subprodutos de etapas de purificacdo que envolve destilagdo e 0
emprego de materiais adsorventes utilizados no processo industrial. Fato
este reforcado pelas concentragfes de arsénio total encontradas na
Amostra D (produto final), as quais foram abaixo de 0,10 pg g™ e néo
poOde ser detectada por nenhum dos trés métodos supracitados.

A concordancia entre os resultados encontrados utilizando HR-
CS GF AAS para a determinacdo de arsénio total em amostras diluidas
em 1-propanol e em extratos digeridos (HR-CS GF MAS e ICP-MS),
demonstram que o comportamento de diferentes espécies de arsénio em
GF ¢ bastante similar quando ruténio é utilizado como modificador
permanente e paladio como modificador em solucdo. O dleo de peixe é
uma matriz complexa e contém uma variedade de espécies de arsénio,
dentre elas arsenollipideos (AsFA e AsHC) (AMAYO et al., 2013), as
quais sdo responsaveis por até 35% do teor total de arsénio nestas
amostras lipidicas (SELE et al., 2013).

7.2  Determinacdo de arsénio total nas fragdes provenientes da
extracdo sequencial

Dos extratos obtidos utilizando diferentes solventes para extragao
das espécies de arsénio a mistura metanol/cloroférmio (1:2 v/v) foi a
que apresentou maiores concentracfes de arsénio total (43%, 129 ug
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g™, seguida do residuo (34%, 102 ug g™), extracdo com &gua (16%, 49
g g*), metanol (6%, 17 pg g™*) e hexano 0,4% (1,2 ug g™). A mistura
de metanol com um solvente de maior apolaridade (cloroférmio) tem
sido empregada com sucesso na extracdo de hidrocarbonetos e
fosfolipidios (AMAYO et al., 2011; RAAB et al., 2013), demonstrando
gue estes compostos possuem polaridade intermediaria, pois ndo séo
eficientemente extraidos com hexano (apolar) e tdo pouco extraidos com
metanol (baixa polaridade).

Em relagdo as altas concentracdes de arsénio presentes no residuo
da extracdo sequencial, fica evidente que espécies de arsénio (como
cations ou anions) foram adsorvidas irreversivelmente pela estrutura
porosa que compde a bentonita (BOURG et al., 2003). O uso da
digestdo assistida por radiacdo micro-ondas possibilitou essa quebra de
interacdo e, espécies de arsénio antes aderidas, puderam ser
disponibilizadas em solucéo para quantificacao.

7.2.1 Identificacdo das espécies de arsénio nos extratos fracionados

Devido as altas concentragdes de arsénio encontradas nos extratos
provenientes da mistura metanol/cloroférmio (43%), o préximo passo
foi a identificacdo desses compostos utilizando HPLC-ICP-MS/ESI-MS.
No entanto, foi observado que a identificacdo dos espectros de massa
provenientes da fonte eletrospray (ESI-MS) foi prejudicada devido a
supressdo de ionizagdo causada por espécies organicas que coeluiram
com o analito. Esses interferentes, tais como fosfolipidios e compostos
contendo enxofre, possuem polaridades muito similares aos compostos
de arsénio, causando assim forte interferéncia na etapa de identificag&o.

Para contornar essa interferéncia, uma adaptacdo utilizando
coluna preparativa empacotada com silica gel foi feita com o intuito de
isolar os compostos de arsénio das espécies interferentes com a maxima
eficiéncia. Desta forma, o extrato contendo a maior concentracdo de
arsénio (metanol/cloroférmio, 1:2 v/v) foi submetido a sucessivas etapas
de fracionamento utilizando diferentes misturas de solventes alterando,
assim, a polaridade da fase movel. Todos os extratos obtidos utilizando
o fracionamento puderam entdo ser separados e identificados por HPLC-
ESI-MS. A adaptacdo utilizando coluna preparativa de fase normal foi
feita a partir de trabalhos descritos por Arroyo-Abad et al. (ARROYO-



112

ABAD et al.,, 2010) e Lischka et al. (LISCHKA et al., 2013), na
identificacdo de espécies de arsénio em tecido de figado de bacalhau e
filé de arenque, respectivamente.

A partir da determinacdo de arsénio nos diferentes extratos (A -
N) via ICP-MS foi verificado que espécies de arsénio foram detectadas
apenas a partir do extrato K, que é o fracionamento utilizando a mistura
cloroférmio/metanol 2:1 v/v. No entanto, verificou-se também a
partir do monitoramento de fdsforo que ocorreram significativas
coeluicdes destes compostos com as espécies de arsénio e as
mesmas foram suprimidas apenas a partir do extrato M (Figura 26). O
extrato N também foi responsavel pelo maior nimero de compostos de
arsénio entre os extratos avaliados entre 6 e 20 min de corrida
cromatografica, ndo sendo observado espécies de fosforo neste
intervalo.

Figura 26. Cromatogramas obtidos no monitoramento de espécies de
arsénio e fosforo a partir de HPLC-ICP-MS para os diferentes extratos
K (A), L (B), M (C) e N (D) provenientes do fracionamento utilizando
coluna de fase normal, misturas de cloroférmio/metanol com porcées de
2:1 (viv), 1.1 (v/v), 1:2 (v/v) e metanol.
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Fonte: (PEREIRA, KOPP, et al., 2016).

Devido a diminuta coeluicdo causada por compostos de fosforo e
variavel nimero de espécies de arsénio observadas nos extratos M e N,
estes foram escolhidos para serem avaliados utilizando ESI-MS
acoplado a ICP-MS. A partir da Figura 27 é possivel observar
simultaneamente os diferentes picos cromatograficos provenientes do
extrato N no monitoramento de arsénio por ICP-MS (D1 — D5) e
1 — 6, bem como a detecgdo dos picos moleculares protonados obtidos
por ESI-MS, ambos entre 5 e 10 min de corrida cromatografica e
mesmas condi¢cbes de separacdo. Nos Apéndices 3-7 estdo o0s
espectros de ions positivos obtidos utilizando ESI-MS dos
compostos D1 — D5.

A partir da correlacdo dos espectros de massa provenientes da
ESI-MS e dos picos cromatograficos encontrados
via ICP-MS, foi possivel identificar sete espécies AsFA e duas
espécies de AsHC, correspondentes aos picos 7 e 8, respectivamente, da
Figura 27. Em relacdo aos AsFA encontrados entre 5 e 15
min de andlise, cabe ressaltar que 5 deles s8o A&cidos
graxos desconhecidos até entdo e estdo identificados na
Figura 27 segundo a ordem D1 - D5, enquanto que suas
férmulas  moleculares e massa calculada/encontrada  estdo
descritas na Tabela 15 juntamente com os demais compostos.
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Figura 27. Cromatogramas obtidos para as espécies de arsénio
provenientes da fracdo N utilizando HPLC-ICP-MS/ESI-MS. Os
nimeros dos respectivos picos cromatograficos correspondem as
férmulas moleculares listadas na Tabela 15.
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Tabela 15. Formula molecular, massa experimental e calculada, erro
relativo e recuperacdo para os diferentes compostos identificados por
HPLC-ICP-MS/ESI-MS em modo positivo [M+H]" a partir do extrato
N. A recuperacdo descrita (R%) foi calculada em relagdo a concentragéo
total das espécies de arsénio encontradas no extrato N.

Composto

Formula
quimica

M/Zeyp

m/anlc

fon

Amlz
fragmentado (ppm)

R (%)

D1

D2

D3

D4

D5

C9H19A303

C 10 H 22A503

C11H24AsO3

C 12 H 26A503

C13 H ZSASO3

C14H30AsO3

251,0622

265,0778

279,0932

293,1087

307,1244

321,1396

251,0623

265,0779

279,0935

293,1092

307,1248

321,1405

104,9680
102,9521

122,9782
104,9680
122,9782
90,9154
102,9521
104,9680
122,9782
90,9154
102,9521
104,9680
122,9782
90,9154
104,9680
122,9782
102,9521
104,9680
122,9782

-0,2

-1,7

-1,3

0,05

0,07

0,18

0,08

0,07

0,09
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Composto

Foérmula
quimica

M/Zexp

m/anlc

fon
fragmentado

Am/z
(ppm)

R (%)

2

Volume
morto

C15 H 32ASO3

ClG H 34ASO3

C17H36A503

C19H38A503

C19H40ASO3

C17H33ASO

CigHppASO

335,1555

349,1710

363,1868

389,2020

391,2177

333,2122

361,2435

335,1561

349,1718

363,1874

389,2031

391,2187

333,2133

361,2446

102,9521
104,9680

122,9782
102,9521
104,9680
122,9782
102,9521
104,9680
122,9782
104,9680
122,9782
104,9680
122,9782
90,9154
102,9521
104,9680
122,9782
90,9154
102,9521
104,9680
122,9782

-1,8

-1,6

0,10

0,6

3,9

11

4,0

48

20

6,5

Fonte: (PEREIRA, KOPP, et al., 2016).
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Os AsFA de massa 250 (CgH10AsO; - [M+H]" calculado:
251,0622; encontrado: 251,0623; Am: -0,2 ppm), 278 (Cy1H24ASO;3 -
[M+H]" calculado: 279,0935; encontrado: 279,0932; Am: -0,4 ppm) e
292 (C1oH6AS0; - [M+H]" calculado: 293,1092; encontrado: 293,1087;
Am: -1,7 ppm), foram identificados como espécies de AsSFA de
cadeia média (As-MCFA), enquanto que os compostos de massa 306
(C13H28AS03 - [M+H]" calculado: 307,1248; encontrado: 307,1244; Am:
-1,3 ppm) e 320 (CuH3AsO; - [M+H]" calculado: 321,1405;
encontrado:  321,1396; Am: -2,8 ppm), foram identificados
como AsFA de cadeia longa (As-LCFA) e ndo foram
reportados até agora em 6leo de peixe.

Adicionalmente, os ions de m/z 90,91 (AsO"), m/z 102,95
((CHy)2As"), miz 104,96 (CHAsO") e m/z 122,97 (CH,AsO;"),
identificados a parir da fungdo MS/MS, permitiram confirmar
gue 0s picos moleculares eram compostos contendo arsénio e suas
estruturas puderam entdo ser propostas (Figura 28).

As espécies AsHC de massa molecular 332 (C;7H3sASO, pico 7
da Figura 27) e 360 (Cy9H4ASO, pico 8 da Figura 27) foram os
compostos  que  apresentaram  maiores  concentragBes  em
relacdo as demais espécies, sendo 48% e 20%, respectivamente. Essas
duas espécies tém sido muito bem identificadas por outros
autores em amostras de dleo de peixe (TALESHI et al., 2008; AMAYO
et al, 2011), tecido de peixe (ARROYO-ABAD et al., 2013)
e alga marrom (RAAB et al., 2013), os quais todos utilizaram HPLC-
ICP-MS acoplado a ESI-MS.
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Figura 28. Estruturas moleculares propostas para as espécies de AsLip
desconhecidas (D1 — D5), bem como as massas moleculares teoricas
[M+H]" identificadas na fragdo cloroférmio/metanol do extrato
purificado em coluna de fase normal.
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Fonte: (PEREIRA, KOPP, et al., 2016).

7.2.2 Quantificacdo das espécies de arsénio utilizando HPLC-ICP-
MS

As concentragBes de arsénio encontradas utilizando separacdo
cromatogréfica seguida de determinacdo por ICP-MS foram comparadas
com as concentragcbes encontradas utilizando digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas, a qual disponibiliza a informacdo da
concentracdo total de arsénio presente nos extratos avaliados (K — N).
As recuperacgdes encontradas para a soma das espécies de arsénio foram
entre 89% e 95% quando comparadas com o procedimento utilizando
digestdo, sendo que as maiores concentraces foram encontradas nos
extratos K e L. A boa concordancia entre os dois procedimentos
demonstra que as perdas das espécies de arsénio devido as diferentes
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etapas de extracdo, purificagdo e analise de especiacdo foram minimas
para o procedimento adotado.

A identificacdo e quantificacdo das espécies de arsénio foram
possiveis devido a dois fatores: primeiro, a etapa de pré-concentracéo
por conta das propriedades da bentonita que favorece a adsorcdo de
espécies de arsénio; segundo, devido a etapa de pré-concentracdo e
purificacdo adquirida com a utilizacdo de coluna de silica gel e o
fracionamento com diferentes solventes de extracdo, 0s quais puderam
ser evaporados, favorecendo a pré-concentracdo das espécies. Estes
fatores permitiram a determinacéo das espécies de arsénio de massa 250,
264, 278, 292, 306, 320, 334 e 348 (AsFA), os quais foram encontrados
em concentracdes entre 0,0043 pg g™ e 0,0526 pg g™ Outras espécies
de AsFA, tais como 362, 388, 390 e espécies de AsHC, tais como 333 e
361, mostraram concentragdes entre 0,3 e 4,2 g g™

O CRM DORM-3, o qual possui valor certificado de 6,80 + 0,64
Hg g’ de arsénio, foi utilizado para assegurar a exatiddo do
procedimento utilizando digestdo assistida por radiacdo micro-ondas, e
teve a concentragdo encontrada de 6,97 + 0,12 pg g™ de As, fornecendo
uma recuperacao de 102% (n = 5) entre o valor certificado e encontrado.
O branco do material bentonita também foi avaliado e o sinal analitico
encontrado foi menor que o LOQ do método (< 0,10 ug g™).

7.2.3  Integridade e toxicidade das espécies de arsénio

A determinacdo e identificacdo de cinco novas espécies de
arsénio presentes em amostras de 6leo de peixe esta relacionada com o
tipo de amostra utilizada para as extragdes. Por se tratar de uma amostra
proveniente de espécies de peixes ndo selecionadas, espera-se que a
diversidade dos compostos presentes seja de grande variedade desde
gue, diferentes espécies de peixe, possuem diferentes rotas de
metabolismo. No entanto, as espécies de As-MCFA ndo sdo, de forma
geral, extraidas utilizando uma mistura de metanol/cloroférmio como a
utilizada neste trabalho. Estas espécies apresentam maior carater polar e
deveriam ser extraidas apenas quando metanol fosse utilizado como
extrator (fracdo N). Na Figura 29 é possivel observar os cromatogramas
obtidos para o0s extratos provenientes das sucessivas etapas de
purificacdo comparado com um extrato de metanol sem passar pela
etapa de fracionamento com silica gel.
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Figura 29. Cromatograma obtido utilizando HPLC-ICP-MS/ESI-MS e
2 g de amostra bentonita extraida a partir de 5 mL de metanol, agitadas
por 2 minutos e injetada diretamente sem etapa de purificacdo em
comparacgdo ao cromatograma obtido para o extrato N (purificado). Os
numeros 3 - 8 referentes aos picos cromatograficos sdo 0s mesmos
identificados na Figura 27.
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Fonte: (PEREIRA, KOPP, et al., 2016).
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Isto serve como indicio de que as espécies As-MCFA foram
extraidas inicialmente em wuma forma diferente, neste caso,
possivelmente como triglicerideo (Figura 30). Esta proposta foi
inicialmente feita por Taleshi et al. (TALESHI et al., 2014) na extracdo
e identificacdo de espécies de arsénio presentes em amostras de 6leo de
peixe Micromesistius poutassou. Assim como no trabalho de Taleshi et
al., as espécies de As-MCFA extraidas inicialmente como triglicerideos
foram hidrolisadas durante as etapas de fracionamento devido as
diferentes forgas de elui¢do ao longo do experimento utilizando coluna
de silica gel.

Figura 30. Estrutura proposta para um triglicerideo contendo arsénio.
Os subscritos n, x e z representam 0s nimeros de carbonos em cada
cadeia.
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Fonte: (PEREIRA, KOPP, et al., 2016).

Em termos de toxicidade, as espécies majoritarias encontradas
nas amostras de 6éleo foram espécies de AsHC de massa molecular 360 e
332, e apresentam toxicidade semelhante & espécies de As** (MEYER et
al., 2015). Espécies de As-LCFA apresentam baixa toxicidade
comparada a8 AsHC (MEYER et al., 2014) enquanto que espécies de As-
MCFA ndo possuem toxicidade avaliada. Estas novas informacdes
relacionadas ao estudo de As-MCFA provenientes de triglicerideos
podem ser de extrema importancia para entender a quimica destes
compostos no corpo humano, jd& que podem ser rapidamente
hidrolisados pelas lipases pancredticas apds a sua ingestdo e entdo
metabolizados como &cidosgraxoslivres(TAKEUCHI et al., 2008).
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8 CONCLUSOES PARTE II

O presente trabalho descreveu, nesta segunda parte, 0
desenvolvimento de uma nova metodologia para a determinacdo de
arsénio total em amostras de 6leo de peixe utilizandoHR-CS GF AAS.
As amostras ndo foram submetidas a etapas prévias de preparo de
amostras, mas apenas diluidas com 1-propanol para reducdo da
viscosidade. A combinacdo de ruténio como modificador permanente e
paladio, adicionado em solucdo sobre a amostra, permitiu que as curvas
de calibracdo fossem preparadas a partir de solucdo padrdo pipetadas
diretamente no forno de grafite. Nestas condi¢des, o limite de detecgdo e
a massa caracteristica foram determinados (30 pg e 43 pg,
respectivamente). A exatiddo da metodologia foi avaliada utilizando
digestdo 4cida assistida por radiacdo micro-ondas com posterior
determinacdo via HR-CS GF AAS e ICP-MS e ndo demonstraram
diferencas significativas (nivel de 95% de confianga) entre as
metodologias avaliadas. Cabe ressaltar que diferentes espécies de
arsénio (orgénicas e inorganicas) foram avaliadas nas condicOes
otimizadas e apresentaram um comportamento bastante similar quando
comparadas com a espécie As®>" utilizada para o preparo das curvas de
calibracdo.

Ainda, na segunda parte do presente trabalho, a partir de
estratégias de extracdo e purificacdo utilizando cromatografia em fase
normal e RP-HPLC-ICP-MS/ESI-MS foi possivel a identificacdo de
treze espécies de arsenolipideos em amostras de 6leo de peixe, sendo
duas espécies de AsHC e dez espécies de AsFA. Dentre as espécies de
AsFA cinco espécies de massas moleculares de 250, 278, 292, 306 e 320
ndo haviam sido identificadas até o momento, sendo classificadas como
AsFA de cadeia média (250 e 278) e AsFA de cadeia longa ( 292, 306 e
320). O sucesso deste trabalho na identificacdo de novas espécies de
arsénio estd na estratégia adotada utilizando cromatografia em fase
normal de silica gel, estratégia esta que reduziu interferéncias causadas
por compostos de lipofilicidade similar as espécies de arsénio deste
estudo, os quais poderiam interferir na etapa de identificacdo ao se
utilizar a técnica de ESI-MS. A alta concentragdo de arsénio na fase
extratora cloroférmio/metanol (43%) bem como a identificacdo de
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espécies de arsénio de cadeia média nos extratos purificados corrobora
com a especulacdo de que espécies de arsénio estdo conjugadas com
estruturas de alto peso molecular, tais como triglicerideos, desde que
espécies de cadeia média ndo ocorrem no ambiente como &cidos graxos
livres. Entende-se desta forma que esteja ocorrendo a hidrolise dessas
espécies de arsénio ao longo do processo de purificacdo utilizando
cromatografia em fase normal com silica gel, tornando a identificacdo
dessas espécies de arsénio um desafio analitico. Esta hipdtese abre um
novo horizonte para estudos posteriores envolvendo espécies lipofilicas
de arsénio, pois as espécies de arsénio de cadeia média podem
apresentar diferentes rotas de absorcdo em sistemas bioldgicos,
causando desta forma efeitos adversos desconhecidos até entéo.
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Chlorine determination © 2015 Elsevier BV. All rights reserved.
Coal anayss

1. Introduction fusion (7], is (8.9], mic induced ion (10},

Coal is known to concentrate many elements and its compasition
may vary considerably, depending on the geographical region from
which it is mined. Coal combustion causes the release of some of these
elements into the environment. One of the elements present in coal
that gives rise to pollution upon combustion is chiorine. Chlorine com-
pounds in coal can be divided in three forms: chioride ions dissolved
in water in the coal matrix, solid inorganic chlorides, and organochlo-
rine compounds in which the chlorine is chemically bound to carbon
[1,2]. The content of trace elements in coal is clearly relevant to any en-
vironmental aspect during mining, beneficiation, and usage, because
much, if not all, of the chlorine present in coal is released to the atmo-
sphere, mostly as HCl. The chlorine content is usually determined to
evaluate the HCl emission dunng «coal combustion.

Chlorine can by avariety of classical
techniques, such as gravimetric or volumetric analysis, energy disper-
sive X-ray (EDXRF), ion

cold vapor molecular absorption spectrometry, and electrothermal va-
porization inductively coupled plasma mass spectrometry (ETV-ICP-
MS) [3-6). However, a suitable sample pretreatment, such as alkaline
"+ Correspo hor at:
Caaring 880404 -900 Floriandpolis, SC, Brazil. Fax: -+ 55 48 3721 6850.

E-mail address: wbemardoterracombr (& Welz),

hitp://dx.dolorg/10.1016/4.53b.2015.10.001
0584-8547/0 2015 Elsevier B. All rights reserved.

or axygen bomb combustion [11] is frequently required when these
techniques are employed for the determination of chlorine. Although
these procedures were often used, it is well known that they are time
consuming and include a high risk of contamination. EDXRF and ETV-
ICP-MS do not require sample digestion, but they usually need certified
reference materials (CRM) for calibration.

Atomic absorption spectrometry (AAS) using a graphite furnace
(GF) atomizer is frequently used for the direct determination of a
wide range of trace elements: however, the direct determination of
chlorine via AAS is not possible because its resonance lines are in the
vacuum ultraviolet region below 190 nm, a spectral range that is not ac-
cessible with conventional equipment. However, this obstacle was
overcome in the last decade due to the availability of instrumentation
for high-resolution continuum source atomic absorption spectrometry
(HR-CS AAS), which uses a xenon short-arc lamp as continuum radia-
tion source, a high-resolution double monochromator, and a charge-
coupled device (CCD) array detector, The main features of HR-CS AAS
are flexible access to all wavelengths in the range from 189 to 900 nm,
high spectral resolution (\/AX ~ 175,000), and effective and flexible
background correction. These advantages make the equipment also an
ideal tool for molecular absorption spectrometry (MAS) [12]. This tech-
nique makes possible the determination of non-metals via the electron

tional fine structure, The individual ‘lines’ of this fine structure have a
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half-width similar to that of atomic lines [ 12-16]. Besides chlorine other
non-metals, such as fluorine [17-24], bromine [25-28], sulfur [24,
29-34], and phosphorus [24,35,36] have been successfully determined
using this technique [12].

In the case of complex samples, such as coal, graphite fumace molec-
ular absorption spectrometry (GF MAS) appears to be a good choice for
the determination, because it is one of the most sensitive techniques for
trace element determination. In addition, in the case of high analyte
concentrations, a great number of less sensitive lines are usually avail-

platform using a mi i The program
used for all determinations with HR-CS GF MAS is shown in Table 1.

2.2, Reagents and reference materials

Ultrapure water with a resistivity of 18 M(2 cm, obtained from a
Model Mega ROUP purification system (Equisul, Pelotas, Brazil), has
been used throughout for dilution and preparation of the standard solu-
non& The aqueous standard solution of 5 mg L~ Cl was prepared by

able in the vicinity of the main line in order to reduce the
of the determination. This technique also makes it possible using the di-
rect analysis of solid samples (SS), which has several advantages, such
as: i) high sensitivity, i) reduced risk of contamination and/or loss of
analytes, iii) does not use expensive or hazardous reagents, and iv) the
results are obtained more rapidly [37].

A recent review article by Resano et al. [38] cites a few articles inves-
tigating the use of HR-CS GF MAS for chlorine determination. Usually
only the AICI molecule [14,24,38] was reported in the literature and
the limited number of publications might indicate some problems in
the chlorine determination, probably due to interferences. This mole-
cule is in a spectral range, where the risk for an overlap with atomic
lines is relatively high and, in addition, the band head of this molecule
is relatively broad, which makes background correction more difficult.
This broadening was found to be due to an isotopic splitting, because
the two molecules, AI**Cl and AI*’Cl, absorb at slightly different
wavelengths [39].

In a recent article, Pereira et al. [40] started to investigate the deter-
mination of chlorine in biological reference materials using HR-CS GF
MAS of the strontium mono-chloride (SrCl) molecule and direct SS anal-

an iate amount of NaCl (Fluka, Buchs, Switzerland)
in purified water, The molecule-forming reagent solution containing
10 g L' Sr** was prepared by dissolving an appropriate amount of
SrCO; (Vetec, Duque de Caxias, Brazil) in 5% (v/v) acetic acid (Vetec).
A stock standard solution of 1 g L~ ! zirconium (Fluka) was used as per-
manent chemical modifier. The certified reference materials (CRMs)
BCR 180, BCR 181, BCR 182 (Community Bureau of Reference, Brussels,
Belgium), NIST 1630a, and NIST 1632b Trace Elements in Coal (National
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA) were
used for method development and validation,

2.3. Procedure

Prior to the measurements, the SS platforms ware treated with Zr as
a permanent chemical modifier. For this purpose, 40 pl of the modifier
solution was deposited onto the platform, which was inserted into the
graphite tube and the previously described temperature program [40]
‘was executed. This process was repeated 10 times, which resulted in a
total of 400 pg of modifier deposited onto the platform. About 0.15 mg
coal CRM was weighed directly onto the graphite platform without

ysis, using the strongest absorption line at 635.862 nm. The
good agreement with the informed and certified values and a limit of
detection and characteristic mass of 1.0 and 2.2 ng, respectively.

‘The goal of this work was to expand the direct solid sample analysis
for Cl determination via the SrCl molecule to the analysis of coal samples
using HR-CS GF MAS, searching for an alternative and simple method for
this purpose. The main paramm-rs‘ such as pyrolysis and vaporization

‘were optimi. a study was carried out
to verify the possibility of using. aqueous standard solutions for calibra-
tion, which dispenses the use of certified reference materials for
calibration.

2. Materials and methods
2.1. Instrumentation

All the were using a high-resolution con-
tinuum source atomic absorption spectrometer Model contrAA 700
(Analytik Jena AG, Jena, Germany) with a transversely heated graphite
tube atomizer. The instrument is equipped with a xenon short-arc
lamp as continuum source, which emits a continuous spectrum from
185 to 900 nm. The high resolunon of the radiation takes place in a dou-
ble of a prism and an
echelle grating both in Lif ting. The absorp-
tion of the SrCl molecule has been measured in the vicinity of the
635.862 nm band head, adding the integrated absorbance of three pixels
(CP 1)

Pyrolytically coated graphite tubes with a PIN platform (Analytik
Jena, Part No. 407-A81.025) were used initially for the optimization of
the method with aqueous standard solutions while tubes without plat-
form and without dosing hole (Analytik Jena, Part No. 407-A81.303)
were used in all experiments with direct SS analysis. The solid samples
were weighed directly onto SS platforms (Analytik Jena Part No. 407-
152.023) using an M2P microbalance (Sartorius, Géttingen, Germany).
A manual solid sampling system, SSA 6 (Analytik Jena), was used to in-
sert the solid sampling platforms into the SS graphite tube. Aqueous
standard and modifier solutions were injected manually onto the

any Then, 10 pL of the molecule-forming
S%* solution was pipetted manually onto the coal on the graphite plat-
form, which was inserted into the graphite tube and submitted to the
temperature program shown in Table 1. Calibration curves in the
range of 2-80 ng Cl have been established using aqueous standard solu-
tions (5mg L~ ' NaQl) injected onto the SS graphite platform pretreated
with Zr as permanent chemical modifier together with 10 pl. of the
molecule-forming Sr* solution.

The above procedure has been developed using CRM, which are
known for being very homogeneous. In the case of real coal samples,
this might not necessarily be the case, requiring that the above proce-
dure has to be slightly modified. The most frequently used measure to
deal with less homogeneous samples is to increase the sample mass
per analysis until a satisfactory repeatability has been obtained. Other
ways of dealing with non-homogeneous samples might be found in
the book of Kurfiirst [41]. Obviously, a greater sample mass might re-
quire a reduction of sensitivity, particularly for samples with higher
chlorine content. Fortunately, HR-CS GF MAS is offering a variety of
easy measures that can be taken to meet this goal. Firstly, due to the
large number of rotational transitions in a molecule, there are always
several less sensitive lines available close to the most sensitive line
that might be used to reduce sensitivity. Secondly, the number of pixels
used for evaluation might be reduced to lower the sensitivity; using the
center pixel (CP) only instead of CP + 1 reduces the sensitivity by at
least a factor of two. Thirdly, using a mild Ar gas flow in the vaporization

Table 1

via the SiCl molecule using HR-CS
GFMAS: an argon gas flow-rate of 201 min~" was used i al stages, except during gas
adaptation and vaporization, where the gas flow was interrupted.

Stage Temperature / °C Ramp/Cs " Hold /s
Drying 1 110 50 20
Drying 2 120 50 20
Pyrolysis 700 100 10
Gas adaption 700 0 5
Vaporization 2100 3000 5
Clean 2400 1000 6
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stage instead of interrupting the gas flow completely is a measure that
was used in GF AAS for decades to reduce sensitivity.

3. Results and discussion
3.1, SrC1 molecular absorption spectra

As previously menuoned lhere are only a few articles i in whlch the
use of HR-CS GF MAS was i for chlorine and
only the AIC molecule was reported in the literature for this technique.
However, this molecule appears to present some problems due to spec-
tral interferences and the relatively broad band head, which makes
background correction difficult. A new approach for the determination
ofchlon'ne via HR s CF MAS was pmpused by our group [40], making

of the i trum of the
SrCl molecule lor a delermmatmn, using biological samples as an
example.

The SrCl molecule has a sequence of absorption bands in the visible
region of the electromagnetic spectrum in the range from 600 to
660 nm, with a strong absorption line at 635.862 nm. The sequence of
absorption lines of the SrCl spectrum provides the possibility of
using other absorption lines with lower sensitivity in case the Cl
concentration is too high to be determined at the most sensitive line.
Furthermore, these bands are located in a wavelength range with a rel-
atively low risk of spectral interference, because only a few atoms and
molecules have absorption lines or bands in the visible spectral range.
The molecular absorption spectrum of SrCl shown in Fig. 1 was generat-
ed from about 0.10 mg of coal BCR 180 (about 60 ng C1) and 0.1 mg Sr
(10 L of 10 g L' Sr** solution). It shows complete absence of any
other atomic or molecular absorption line or band that could interfere
with the determination. This means, there is no risk for any spectral
interference.

3.2. Optimization of the graphite furnace program for direct solid sample
analysis

It is well documented that there is a need to optimize some param-
eters, such as the chemical modifiers and the graphite furnace program,
for each application in GF AAS. The same is obviously true for GF MAS,
because, when these parameters are optimized, they tend to increase
the formation and stability of the target molecule and thus the sensitiv-
ity of the method [13]. We published a detailed paper [40] showing the
formation and stability of the SrCl molecule when vaporized in the
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Fig. 1. Time-resolved absorbance spectrum for about 0.10 mg of BCR 180 coal CRM (c.
60 ng C1) in the vicinity of the absorption line at 635.862 nm of the SrCl molecule:

presence of different permanent chemical modifiers, such as Zr or Pd,
and observed that Zr was the best one. Hence, the same permanent
chemical modifier was used for coating of the SS platform for the deter-
mination of Cl in coal. The pyrolysis and vaporization temperatures
were optimized using an aqueous standard solution of 50 ng Cl and
~0.10 mg of coal sample BCR 180. The results are shown in Fig. 2A
and B.

For the aqueous standard solutions, the pyrolysis temperature did
not play an important role and gave essentially the same integrated ab-
sorbance signal up to a pyrolysis temperature of 1400 “C. For the solid
coal sample, in contrast, the pyrolysis temperature was very critical;
the highest signal was obtained when a temperature of 700 “C was
used. At lower temperatures no analytical signal could be obtained in
the vaporization stage due the great amount of smoke in the optical
path; when temperatures higher than 700 °C were used, the analytical
signal decreased significantly. A similar behavior was found for the de-
termination of Cl in biological samples [40], showing that the chlorine
compounds present in coal and in biological samples have a thermal be-
havior different from that of the aqueous solutions. A pyrolysis temper-
ature of 700 °C has therefore been chosen for all future investigations.

For the aqueous standard solution, a vaporization temperature of
2000-2200 °C could be used with essentially no difference in the inte-
grated absorbance for the analyte (Fig. 2B). For the solid coal sample,
however, the choice of the vaporization temperature was more critical.
Although the highest integrated absorbance values were obtained with
vaporization temperatures of 1900-2000 °C, the analytical signal was
totally deformed and with poor repeatability. The same behavior was
found in earlier work for biological materials using the same technique
[40). The optimum vaporization temperature using direct SS analysis
and the Zr permanent modifier is 2100 °C, which was used in all follow-
ing experiments.
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Fig. 2. (A) Pyrolysis and (B) vaporization curves for (A) aqueous standard solution of
50ng Cl (104 of S mg L~ solution), and (M) about 0.08 mg of BCR 180, normalized for
acontent of 50 ng C1, all in the presence of 0.10 mg Sr* * (10l of 10gL 'SP * solution)
with 2r as the permanent madifier. For Ty, optimization, the Ty, was 2300 °C while for

0.1 mgSe* (10j.0f10gL " $* solution) and zras
permanent modifier.

) the Ty, was 700 °C. Each point represents the mean of three
measurements: the error bars are plus/minus 1 standard deviation.
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A Table 3
Results for chlorine determination via SrCl molecular immﬂ using HR-CS GF MAS in
04 different coal CRM and RM. All values are in g kg~ ': they represent the mean of five

Absorbance
-
“

Fig. 3. C el molecule, obtained for the
vaparization of 60 g Cl using about 0.10 mg of BCR 180 (solid line) and 60 ng Cl obtained
using 12 of S mg L~ G solution (dotied line). Zc as the permanent modifier; 0.10 mg St
(10p 1% m/v S * solution): Tyuy of 2100 °C; and Ty, of 700 °C.

The next step was to make sure that the analytical signal of the solid
sample was similar to that of an aqueous standard solution using the op-
timized temperature program. Therefore, the analytical signal obtained
from 60 ng Cl in a solid coal sample (about 0.10 mg of BCR 180) was
superimposed to the signal from 60 ng Cl obtained using a solution of
5mg L~ Cl. The concordance (95% confidence level) between the re-
sults from two significantly different sample types (aqueous standard
solution and solid coal sample) is shown in Fig. 3. As also the pyrolysis
and vaporization temperatures for the solid sample and the aqueous
standard solution were very similar, there appeared to be no necessity
to carry out the calibration with solid coal CRM, rendering the process
faster, simpler, and cheaper.

The fact that the same permanent chemical modifier, a very similar
temperature program, and aqueous standard solutions could be used
for calibration in this work for the determination of Cl in coal and in
our prewous work for biological materials [40] might be considered an

for the of the method and of HR-CS
SS-GF MAS in general. Nevertheless, a certain ‘fine-tuning’ of these pa-
rameters for each new matrix is indispensable to obtain optimum
results,

3.3. Calibration curve and analytical characteristics of the method

The calibration curve was established with aqueous standard solu-
tions in the mass range of 2-80 ng Cl. The different figures of merit
found in this work are summarized in Table 2. Good linearity with a cor-
relation coefficient (R) of 0.996 was obtained and the relative standard
deviation (RSD) for each equidistant point in the calibration curve was
between 0.7% and 12%.

The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of the
method were 0.8 ng and 2.8 ng or 56 pg g ' and 186 pg g~ ',
respectively, considering a mass of 0.15 mg of sample; LOD and LOQ
were calculated as 3 and 10 0/S (n = 10), where o is the standard devi-
ation of 10 blank measurements and S is the slope of the calibration

Table 2
Analytical figures of merit for the determination of C1 via the SICl molecule
using HR-CS GF MAS and calibration with aqueous standard solutions.

Figure Found value
Limit of detection / ng 08

Limit of quantification / ng 2

Linear range / ng 2-80

Slope of calibeation /ng ' s~ 0018

R 0996
my/ng. 02

RSD/%* 07-12

* RSD for each point in the calibration curve.

measurements = standard deviation (SD). Also shown are the values obtained by 5-
ETV-ICP-MS from Re. (6).

CRM Found SS-ETV-ICP-MS* Certified
BCR 180 054+ 008 057 + 006 059 + 003
BCR 181 125+ 017 nd. 138 + 005
BCR 182 366 4+ 036 nd. 370 + 007
NIST 1632b 141 4 029 1.19 4 009 126"

NIST 16302 118 + 0.14 1.10 + 009 1.14 + 003

nd., Not determined.
* Values from Ref. [6].
" Informed value.

(S=0018ng 's ').The characteristic mass (m,) was 02 ‘g, which
was calculated as th ofCl
0f 0.0044 s, i.e. f curve,

The LOD found in this work is bener than the LOD found in earlier
work [40] using the same molecule and Zr as permanent chemical mod-
ifier. However, this was expected since in previous work we used a
higher temperature (2300 °C), which was the compromise temperature
for solid biological samples and aqueous solutions. Here, we used the
optimum temperature of vaporizations which was similar for both
forms of sample introduction (2100 “C), with increased sensitivity. In
the same way, the LOD found here is better than that found by Frechetia
et al.[14], where the AICI molecule was used for the determination of CI
in food samples using two different digestion methods, namely, an acid
digestion method using HNO only at room temperature, and a diges-
tion method with Ag, HNO,, and H,0,, where chloride was precipitated
as low-soluble AgCl, which was then dissolved with ammonia solution,
where the LOD using the two procedures were 2.4 and 1.2 ng, respec-
tively. It is also worth mentioning that the LOD found using the SrCl
molecule is comparable or better than that using ICP-MS for the deter-
mination of Cl in coal samples [6,10].

3.4. Determination of chlorine in coal CRM

The present method was applied for four coal CRM and one RM. The
results obtained for the determination of chlorine by HR-CS GF MAS via
the SrCl molecule and direct SS analysis are summarized in Table 3.

The results show that the values found using the developed method
for the determination of Cl via HR-CS SS-GF MAS were not significantly
different from the certified or indicative values, based on a Student’s t-
test (p > 0.05). There is also a good agreement between the results
found in this work and those published by Gois et al. [6], who used
ETV-ICP-MS.

4. Conclusions

A simple and fast method was developed for the determination of
chlorine via the SlG molecnle genﬂamd in a graphite furnace and de-
termined by hi; source molecular

spectrometry usmg direct solid sample analysis. Zirconium and Sr**
were successl'ully employed as permanent chemical modifier and
molecule-fc g reagent, The ion curves were
established using aqueous standard solutions, eliminating the use of
certified reference materials for calibration, which is of great analytical
interest. For all CRM and RM available, the method showed good agree-
ment with the certified and reference values. It might be expected that
the same p: ld be used with minor ifications for the de-
termination of chlorine in other matrices.
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1. Introduction

The occurrence of persistent organic pollutants (POPs), mainly organochlorine pesticides and poly-
chlorinated biphenyls, was directly associated with several discases and environmental endocrine dis-
rupting. In the aquatic environment, POPs can accumulate in fish lipoid tissues due to their high
hydrophobicity, and become this way one of the main sources of human exposure to POPs through the
consumption of fish meat and oil as Omega-3 source. Chlorine might serve as a proxy for the presence of
POPs, and a fast screening of chlorine in a complex matrix, such as fish oil, could provide substantial
information about the contamination with POPs. Therefore, a method has been developed in this work
for the determination of total chlorine in fish oil samples via molecular absorption of the strontium
mono-chloride molecule in the gas phase using high-resolution continuum source graphite furnace
molecular absorption spectrometry. The effect of zirconium as permanent chemical modifier in the
pyrolysis and vaporization stages was optimized in order to avoid the need for any kind of sample
preparation prior to the determination of total chlorine, using just a dilution with 1-propanol. The ac-
curacy has been evaluated using micro-coulometric titration after sample combustion, and the values
were statistically in agreement (95% confidence level) between both techniques. The method has been
applied for the determination of total chiorine in five different fractions of a commercial pooled marine
fish oil sample collected from the Pacific Ocean, where the majority of the fish is Peruvian anchovy
(Engraulis ringens), two commercial oils from Brazil and three Omega-3 supplements acquired in Ger-
many. The limit of detection of the procedure is 1.8 ng Cl absolute or 0.9 ug & ' Clin the fish oil. The time
required for a single determination is less than 5 min, and less than 15 min for a triplicate determination.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

complexity. Some of the chlorine compounds, known as “organo-
chlorines”, are a class of the “Persistent Organic Pollutants™ (POPs)

6leo de peixe

Chlorine has a huge importance in human health and may be
present in several matrices with very different degrees of

* Corresponding author. de Quimica, Universidade Federal de
Santa Catarina, Campus Trindade, 83040900, Floriandpolis, SC. Brazil.
E-mail address: w.bernardo@terra.com.br (B. Welz),

hitp:/dx doi.0rg/10.1016/}.foodcont.2017.03.015
0956-7135/0 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

and have properties of accumulation in lipid-rich tissues and sed-
iments (Merib, Nardini, & Carasek, 2014). Therefore, the bio-
accumulation of chlorine in fish tissues in aquatic systems emerges
as a possible contamination, once fish is an i

of the diet of many people around the world. In addition, the oil
obtained from fish is a source of energy and calories, a mixture of
colorants, steroids, glycids, phospholipids and fatty acids, where
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polyunsaturated Omega-3 fatty acids can be found, predominantly
with four to six double bonds (Pereira et al., 2016).

During the i leading to the of the
raw fish 0|l and concentration or the Omega-3 fatty acids, the
of the is lowered to meet

regulatory relying on ic methods for
the indivi ion of or classes of com-

pounds in the final product. However, the level of complexity and
cost required for such determinations, including sample prepara-
tion steps, precludes their application in the quality control of an
industrial laboratory. Considering that most of the regulated POPs
contain chlorine in their molecules, the determination of total
chlorine in the oil with little or no sample preparation can be
envisaged as an excellent tool in a manufacturing environment.
Usual monitoring methods are with mass

for complex matrices due to the use of a graphite tube furnace,
which makes possible the analysis of liquids, slurries and solid
samples. It often permits to skip sample preparation, making this

i an i i ive for the ination of

chlorine.

For MAS, bands of diatomic molecules that exhibit a pronounced
rotational fine structure can be formed in the graphite tube
vaponzer employmg a moleculefonmng reagent and can be

for ion (Welz et al., 2009). The

successful application of HR-CS GF MAS is correlated with the

continuum radiation source coupled to a high-resolution double

monochromator and a linear charge-coupled device (CCD) array

detector providing a resolution of A/A) = 175,000, which makes

poss1ble the use of the entire spectral region (190—900 nm) for
athigh ion (Welz, 2004; Welz et al.,

spectrometric detection (GC-MS) and to a lesser extent high per-
formance liquid chromatography electron spray ionization mass
spectrometry (HPLC-ESI-MS). Both techniques are molecular-
specific and are useful if detailed information about the nature of
the chlorinated compounds is needed. However, they are often
used for target analysis and not giving the total sum of all chlori-
nated compounds since they are hidden amongst hundreds of other
organic compounds, which are in much Iugher concenmnons

2014). The diatomic molecules formed in the gas phase should have
dissociation energies higher than 400 k] mol~' to ensure their
stability at the (empera(ures of the pyrolysls and vaporization
stages, and avoid (Butcher,
2013).

The goal of this work was to develop a fast and simple procedure
for the direct determination of chlorine in fish oil samples via the
SrCl molecule using HR-CS GF MAS, so that a screening for all

Additionally, due to the use of
sample throughput is not high, leaving alone the need for sample
preparation steps.

A variety of methods was proposed to determine chlorine in
different matrices, including classical procedures, such as gravi-
metric or volumetric analysis, ion-chromatography and ion-
selective electrode potentiometry (Flores et al,, 2008; Mello et al.,
2013; Peng, Wu, Lai, Xiao, & Li, 2012; Smith, McMurtrie, &
Galbraith, 1977). However, these tech

in a fish oil sample becomes feasible.
The method describes the use of strontium carbonate solution as
the molecule-forming reagent and Zr as permanent chemical
modifier, investigating different parameters, such as pyrolysis and
vaporization temperatures in relation to matrix components that
could interfere directly with the stability of the molecule.

2. Experimental

ple digestion prior to analyte

21

oxidation (Flores, Barin, Mesko, & Knapp. 2007), alkaline fusion
(Blackwell, Cave, Davis, & Malik, 1997), pyrohydrolysis (Duarte
et al, 2013) or microwave-induced combustion (Flores et al,
2007, 2008). Plasma-based techniques, such as inductively
coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) and mass
spectrometry (ICP-MS) are not usually employed for the determi-
nation of chlorine. In the case of ICP OES, the wavelengths of this
element are situated in the vacuum-UV (<200 nm), making it
difficult to separate the analytical signal from the noise, unless a
purged monochromator is used (Welz et al., 2009). On the other
hand, the ionization is also very low due to the high ionization
potential of C1 (12 eV) in an argon-based plasma.

Eliminating sample preparation as much as possible from the
analytical protocol avoids or at least reduces the risk of contami-
nation and analyte losses, is less time consuming, and often im-
proves the limit of detection. However, only a few analytical
techniques have shown some capacity for the determination of
chlorine with relative sensitivity and accuracy, mainly for complex
matrices, using direct determination. Among these techniques are
electrothermal vaporization inductively coupled plasma mass
spectrometry (ETV-ICP-MS) (Antes et al., 2013; Gois, Pereira, Welz,
& Borges, 2014; Gois, Pereira, Welz, & Borges, 2015), laser induced
plasma spectrometry (LIPS) (Kaski, Hakkanen, & Korppi-Tommola,
2004), X-ray fluorescence spectrometry (XRF) (Doyle, Saavedra,
Tristao, Nele, & Aucélio, 2011), and more recently also high-
resolution continuum source graphite furnace molecular absorp-
tion spectrometry (HR-CS GF MAS) (Bechlin, Ferreira, & Gomes
Neto, 2017; Enders et al., 2016; Guarda et al., 2017; Heitmann,
Becker-Ross, Florek, Huang, & Okruss, 2006; Nakadi, da Veiga,
Aramendia, Garcia-Ruiz, & Resano, 2015; Ozbek & Akman, 2016;
Pereira et al., 2014, 2015; Welz, Vale, Pereira, Castilho, & Dessuy,
2014). The last technique is a very robust tool with a high tolerance

All measurements have been made using a high-resolution
source atomic Model con-

trAA 600 (Analytik Jena AG, Jena, Germany). It is equipped with a
transversely heated graphite tube atomizer and a xenon short-arc
lamp as the radiation source, with emits a spectral continuum be-
tween 190 and 900 nm. The spectrometer consists of a high-
resolution double monochromator, equipped with a prism pre-
monochromator for pre-dispersion of the radiation and an echelle
grating monochromator for the high resolution. The analytical
signal is detected using a CCD array detector with 588 pixels, 200 of
which are used for analytical purposes, displaying the vicinity of
the analytical line at high resolution (ca. 1.5 p.m./pixel at 200 nm).
Chlorine has been determined via the molecular absorption of
SrCl (Pereira et al., 2014), which has been measured at 635.862 nm
(Fig. 1) using the integrated absorbance of three pixels (peak vol-
ume selected absorbance, PVSA, A3 int) (Heitmann, Welz, Borges, &
Lepri, 2007). All measurements were carried out using pyrolytically
coated graphite tubes with PIN platform (Analytik Jena Part No.
407-A81.025) and a sample volume of 20 pL injected with a micro-
pipette. Argon 99.996% (Air Liquid, Florian6polis, Brazil) was used
as a purge and protective gas. The optimized temperature program
used for all determinations with HR-CS GF MAS, is shown in Table 1.
Chlorine was also determined by micro-coulometric titration
after sample combustion in a Cl analyser (Model Multi EA* 5000
elemental analyser, Analytik Jena), using Ag/AgCl and Pt electrodes.
Fish oil samples were weighed and introduced directly into the
combustion tube by a solid sample introduction system (Model
Multi-matrix sampler MMS 5000, Analytik Jena), using a quartz
boat (40 x 9 mm, Part No. 402-889.674, Analytk Jena). The oper-
ational conditions of the Cl analyser were used as recommended by
the manufacturer: furnace temperature: 1050 °C, time for second
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1. Ti ived absorb i the StCl molecule in from 10 uLof a raw fish oil di

102 mL with 1-propanl) pipetted onto the Zr-reated PIN-platform in the graphite tube and 10 oL s |x (m/v) 52" solution (0.10 mg S**) as molecule-forming reagent.

Table 1

program used for £l via the Sicl in fish
oil samples using HR-CS GF MAS; an argon gas flow-rate of 2.0 L min ™" was used in
all stages, except in the vaporization stage, where it was turned off.

diluted to 2 mL with 1-propanol and 20 L of this diluted sample
were pipetted onto the Zr-treated PIN-platform in the graphite tube
and the formation of the SrCl molecule in the vaporization stage was
by adding 10 uL of a 1% (m/v) Sr** solution and the

Stage Temperature/'C Ramp/"Cs™* Hold time/s
Drying 1 110 10 25
Drying 2 120 10 20
Pyrolysis 1300 50 15
Vaporization 2100 3000 5
Cleaning 2400 1000 4

combustion: 90 s, oxygen flow rate: 100 mL min~* and argon flow
Results were measured in peak area with
20 min integration time.

2.2. Reagents and materials

absorbance measured as described in Section 2.1.

2.3.2. Micro-coulometric procedure

For micro-coulometric titration after sample combustion, a
sample mass between 15 and 111 mg was directly weighed on a
quartz boat and introduced into the combustion tube using the solid
sampling device of the equipment. After sample combustion, the
reaction products were transferred through the gas transfer line to
the micro-coulometric titration system for Cl determination. The
instrument was calibrated by injection of Cl standards using an
automatic syringe, an accessory available for the instrument. The
calibration range was from 0.8 to 4.0 pg Cl (chlorobenzene diluted in
toluene), with R better than 0.999. The accuracy of the method was

luated using the certified reference material BCR 181 (coking

All reagents used for this purpose at least

grade of purity. Ultrapure water (resistivity 18 MQ cm) was ob-
tained from a model Mega ROUP purification system (Equisul, Pe-
lotas, Brazil) and was used for preparation of the standard solutions
of 1000 mg L~ CI prepared by dissolving appropriate amounts of
NaCl (Fluka, Buchs, Switzerland). A stock solution of 10 g L' sr*
was prepared by dissolving appropriate amounts of SrCO;3 (Vetec,
Duque de Caxias, Brazil) and was used as the molecule-forming
reagent. The solution of 1 g L'z (Fluka) was used as permanent
chemical modifier. All bottles were decontaminated with 10% v/v
nitric acid (Merck, Darmstadt, Germany) for 24 h and then rinsed
with ultrapure water three times before use.

2.3. Procedure

2.3.1. Direct HR-CS GF MAS determination
When HR-CS GF MAS was used, zi ium was initially
on the PIN-| platform in the graphite tube using ten aliquots of 40 uL
of the 1 g L~ Zr solution, each injection followed by a five-step
program with previ i ramp and hold
times after each injection, resulting in a plalform coated with 400 ug
Zr (Pereira et al,, 2014). Subsequently, about 04 g of fish oil were

coal), with a certified concentration of 138 + 0.05 mg g ', and a
concordance better than 95% (Student’s t-test) has been obtained.

2.3.3. Liquid-liquid extraction

In order to eliminate the possibility that chloride or other polar
chlorinated compounds are in the lipophilic samples as micelles
and increase the value for POPs a liquid/
liquid extraction was performed using ultrapure water and oil
sample. Approximately 0.5 g of fish oil was extracted using 0.5 mL
ultrapure water, shaken for 1 min and centrifuged at 3000 r.p.m for
10 min. The aqueous extract was separated and 20 pL of this extract
was injected onto the graphite platform for the determination of
chorine using HR-CS GF MAS. The analytical signal obtained for the
aqueous extract was compared with the blank solution, using just
the tube with the Zr coated platform and 10 uL of the 1% (m/v) Sr2+
solution for molecule formation.

2.4. Fish oil samples

The crude oil was extracted from fish from the Pacific Ocean, the
majority of which being Peruvian anchovy (Engraulis ringens) and
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Chilean mackerel (Trachurus murphyi). The samples were kept in
polyethylene flasks at room temperature until they were analyzed.
The samples were named as follows: Raw fish oil; Bandolado fish
oil; Crude fish oil; Waste fraction (dilute omega-3); Intermediate
product. These samples correspond to different stages of the puri-
fication process, according to the extraction and purification of
marine fish oil by Golden Omega S.A. (Arica, Chile). Other samples
named here as sample A and sample B were acquired at a local
supermarket in Florianépolis, SC, Brazil and are classified as brute
oil (no clean-up stages applied). Additionally three commercial oils
1-3 were acquired at a drugstore in Jena, Germany, and have been
classified as pure oil containing polyunsaturated Omega-3 fatty
acids and were used as samples.

a)

459
3. Results and discussion
3.1. Optimization of pyrolysis and vaporization temperatures

Chlorine was determined successfully in several different sam-
ples using direct analysis via the absorption of the SrCl molecule at
635.862 nm in the gas phase of a graphite tube furnace when
vaporization temperatures between 1800 °C and 2400 °C were
used. The first method employing aqueous strontium as molecule-
forming reagent (10 uL of 1% (m/v) Sr** solution; 0.10 mg Sr**), for
the determination of chlorine was described by Pereira et al.
(Pereira et al,, 2014). It was applied for the direct determination of
total chlorine in biological samples using Zr as permanent chemical

Integrated absorbance / s

0.1+

T T T
9200 1000 1100

T T T T
1200 1300 1400 1500

Temperature / °C

b)

0.5

Integrated absorbance /s

.\\
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2000 2100 2200 2300 2400

Temperature /°C

Fig. 2. (a) Pyrolysis and (b) vaporization curves for the SrCl molecule using (@) 10 uL of 0.2

gmL" of raw fish o diluted in 1-propanol, and (M) 15 uL of aqueous standard solution

of 1:mg L~ I (15 ng C1 absolute). Vaporization temperature for the pyrolysis curve (a) has been 2200 °C; pyrolysis temperature for the atomization curve (b) has been 1300 °C;
zirconium as permanent chemical modifier; 10 L. of 1% miv Sr** solution (0.10 mg Sr) as molecule-forming reagent.
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modifier and a PIN-platform tube. Later studies have adapted suc-
cessfully this for the direct of chlorine
in coal (Pereira et al., 2015), crude oil (Enders et al., 2016) and milk
(Ozbek & Akman, 2016) also using direct analysis. Thls demon~
strates the wide i field for this
also the robustness of the direct analysis approach compared to
other methods that use more elaborate sample preparation. The
crucial parameters for this present work, such as permanent
modifier (zirconium), graphite tube with PIN-platform, and a
strontium mass of 0.10 mg were therefore fixed according to pre-
vious opnmnunnn(l’ermm etal, 2014, 201;) and the pyrolysis and
were ing the inte-
grated absorbance and the analytical signal of chlorine in fish oil
and in an aqueous standard solution.

The pyrolysis curves for chlorine in an aqueous solution con-
taining 15 ng Cl and in 10 pL of raw fish oil are shown in Fig. 2(a).
The analytical signal remains constant for temperatures between
900 “C and about 1300 “C for chlorine in fish oil and in aqueous
solution. Temperatures lower than 900 °C were not considered due
to the very noisy analytical signal in the case of the fish oil sample,
due to the dense smoke caused by the residual lipoid matrix in the
tube at these temperatures. The pyrolysis curve found in this work
for an aqueous chlorine standard solution was conslsten( with that
found in earlier work (Pereira et al, 2014, 2015),
temperatures of up to 1300 °C without loss of sensi
same high temperature can be used for the fish oil samples, it can
be made sure that essentially the entire matrix can be eliminated.
The similarity between the behavior of ClI from fish oil and an
aqueous standard solution makes possible using 1300 °C as optimal
pyrolysis temperature.

The vaporization curves for Cl (as SrCl) in the aqueous standard
solution and in the fish oil sample are shown in Fig. 2(b) for the
temperature range 1700 °C—2400 °C. The maximum molecular
absorbance signal was obtained for the aqueous standard solution
and for the fish oil when temperatures of 2000 °C and 2100 °C were
used. The results for the aqueous standard agreed with those found
in earlier work (Pereira et al., 2014), where a similar profile was
obtained using Zr as a permanent chemical modxﬁer and a graphite
tube with integrated PIN-platform. A i of

ER Pereira et al./ Food Control 78 (2017) 456-462

deviation of 10 blank measurements (10 uL of 1% m/v Sr2* solution;
0.10 mg Sr**) divided by the slope of the calibration curve, 3 and
104/S, considering 0.4 g of sample diluted to 2 mL using 1-propanol.
The characteristic mass (m,) was calculated as A, = 0.0044 s/S, S
as0.0136 s ng ™. These two parameters, the LOD of 1.8 ng and mg of
0.32 ng found in this work were largely consistent with the values
of 0.85 and 0.24 ng, found in earlier work (Pereira et al, 2015);
however, they were lower than those of 1.0 ng and 22 ng,
respectively, found by Pereira et al. (Pereira et al., 2014) for Cl in
biological samples. This difference is according to expectation, as in
the latter work a compromise temperature was used, which
changed the working range and therefore also the figures of merit.

3.3. Application and evaluation of possible chlorine sources

The developed method was applied for the determination of
total chlorine in ten fish oil samples, using the absorption of the
SrCl molecule formed in the gas phase of a graphite tube furnace,
and the results are shown in Table 3. In order to compare the results
found by HR-CS GF MAS, total chlorine was also determined in five
samples (raw, bandolado, crude, sample A, and sample B) using
micro-coulometric titration, and the results were not significantly
different between the two methods (Student’s t-test). Among the
fish oil samples analyzed with the method, the first one (raw oil)
showed the 30highest concentration of chlorine (56.9 + 2.8 pgg ')
compared to the samples that underwent the cleaning process
(intermediate product), the chlorine concentration of which was
3.5 + 0.2 ug g . Comparing the results found for raw, bandolado
(03+05ugg ') and crude oil (26.4 + 0.5 pg g '), the efficiency of
already the first cleaning process as decontaminant becomes
obvious, once about 50% of the chlorine was eliminated.

The low concentration of chlorine in the intermediate product
reflects the high efficiency of the subsequent process steps
employing controlled heating after purification using the inorganic
adsorbent. Obviously, a mass balance is not benefited here due to
the losses of chlorine caused by the volatilization and/or diffusion
of them and a different concentration might be found in the waste
fraction (31.1 + 2 pg g '). The samples A and B, obtained from a
local showed a similar concentration of chlorine

2100 °C was chosen for all future work.
3.2. Calibration and figures of merit

The figures of merit, such as calibration range, limit of detection
(LOD) and quantification (LOQ) using aqueous standard solutions
for calibration were evaluated and are shown in Table 2. The LOD
and LOQ were calculated as three and ten times the standard

Table 2
Figures of merit for the determination of Cl in fish ofl samples by HR-CS

Parameter

(about 11.5 + 0.9 ug g~ ' C1), and these results were consistent with
those found when using micro-coulometric titration.

3.3.1. Liquid-liquid extraction

In order to make sure that the chlorine measured in this direct
determination is not coming from ionic forms distributed
throughout the fish oil sample, a liquid-liquid extraction using the
raw fish oil was performed using water as extractor. The aqueous
phase was directly injected onto the platform of the graphite
furnace for chlorine determination as SrCl. In this way, if the fish oil
would contain such ionic inclusions, chlorine would migrate to the
water phase and be detected. So, it would not be possible using the
proposed method for a fast screening for chlorinated POPs. How-
signal was found comparing the

water phase from liquid-liquid extraction and the blank solution
submnmed to the same method of determination. Hence, this is a
i organic molecules
or lipoid structures, which are in high concentration in oil samples

(Pereira et al., 2016), and that the proposed direct method can be

Chlotine ever, no dif inthe
Absorption wavelength, nm 635.862
Limit of detection’, ng 18
Limit of detection’, ug g 09
Limit of quantification’, g g' 30 that chlorine
Characteristic mass mo', ng 032
Correlation coefficient, R” 0998
Linear working range. ng 3-80 used for a fast screening for chlorinated POPs.
Slope of calibration S, 5 ng ' 00136

* Integrated absorbance using three pixels (CP=1).

® Calculated as 3 o/S (n = 10).

< Considering 0.4 g of sample diluted to 2 mL using 1-propanol.

¢ Calculated as 10 /S (n = 10), considering 0.4 g of sample diluted to
2 mL using 1-propanol.

© Calculated as 0.0044 s/S.

3.3.2. Further evaluation of the commercial fish oil capsules

In order to understand better the three commercial fish oil
samples and the difference in their chlorine content, we first of all
consulted the content of Omega-3 fatty acids, principally docosa-
hexaenic acid (DHA) and eicosapentaenic acid (EPA), claimed on
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Table 3

Chlorine determination in fish oil samples by HR-CS GF MAS and micro-coulometric
titration. The values represent the mean of three measurements + standard devia-
tion (SD).

Sample Concentration/ug g ' + SD

HR-CS GF MAS __ Coulometric titration _p-value’
Raw 569+ 2.8 552207 022
Bandolado 303+ 05 281206 005

26405 257203 010
Sample A 115+£09 11409 090
Sample B 101 +08 115201 015
Waste fraction 311420 nd -
Intermediate product 35 + 02 nd -
Commercial 1 172+06 nd -
Commercial 2 <10Q" nd -
Commercial 3 <L0Q" nd -
BCR 181 nd 1400 + 21.0° 043

nd = not determined.

2 Based on a Student t-test at a 95% confidence level (p > 0.05).

® 30 ug g calculated as 10 o/S (n = 10), considering 0.4 g of sample diluted to
2 mL using 1-propanol.

© Certified value: 1380 + 50 ug g .

451

It is obvious from the concentration of DHA + EPA shown in
Table 4 that all three products were fish oil, not concentrated fish
oil. As sample No. 1 has a darker color compared to the other
samples, it has probably not gone through a distillation process, but
only through a simple treatment with bleaching clays to remove
mucilages, colloids and also arsenic and heavy metals etc. The high
chlorine content of 17 pug g~ in this sample is consistent with the
manufacturing process, which obviously did not include any
distillation. As POPs have a higher boiling point than Omega-3 fatty
acids, they remain in the residue of the distillation process and are
removed from the fish oil fraction. Samples No. 2 and 3, in contrast,
have gone through a distillation, which is clearly visible from their
lighter color, but only to remove POPs, not to increase the Omega-3
concentration. Sample No. 2 actually has a lower content of omega-
3 fatty acids than normal, and it might be suspected that it is a head
fraction of the distillation process. In summary, the total chlorine
determination appears to be an excellent marker of processing
steps of the fish oil and might replace complicated and time-

i i in a routine lab.

4. Conclusion

the use of high:
continuum source graphite furnace molecular absorption spec-
trometry (HR-CS GF MAS) for the determination of chlorine in fish
of the SrCl molecule formed in the gas phase of

Tatle & e e the labels: The present work
y :
all values in mg g ' normalized for 1 g of fish oil.
sample No. 1 2 3 oil. The
Denomination Salmon oil, omega-3  Omega-3 from salmon Omega-3
concentrate & fish oil salmon oil
Omega-3 300 234 350
DHA 123 94 120
EPA 177 140 180
X DHA + EPA 300 234 300

the label of the capsules, which is shown in Table 4. We also
compared the color of the three samples, which is shown in Fig. 3,
and which might give some insight into the cleaning process that
was used for the fish oil. Raw fish oil contains about 300 mg g~'
Omega-3 fatty acids with a typical ratio of some 180 mg g~' EPA
and 120 mg g~ ' DHA.

the graphite tube furnace upon the addition of SrCO; and heating is
an excellent tool for the sensitive determination of chlorine in
complex matrices. Zirconium was used as a permanent chemical
modifier on the PIN platform in the graphite tube and just a
moderate dilution with 1-propanol was employed in order to
decrease the high viscosity of fish oil. The developed method can be
classified as fast and simple, once no other reagents are added and
no sample pre-treatment whatever is necessary. Therefore it is
ideally suited for the control of the POPs removal process during
the ing of Omega-3 This direct analysis
approach is also a significant contribution to the accuracy of the
procedure, as chlorine can be considered an omnipresent element,
and any kind of sample pre-treatment, particularly digestion pro-
cedures, might become a source of contamination and error. The

Fig. 3. Appearance of the three commercial fish oil samples used in this work.
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good accuracy and precision obtained in this work proves the
absence of any significant contamination. The proposed method
showed good agreement with the results of an alternative micro-
coulometric titration technique (higher than 90%). This and the
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determination of bromine and chlorine in coal using electrothermal vapor-
ization inductively coupled plasma mass spectrometry and direct solid sample
Snsiale Aufola Chinics Aok, 853, 821

Gois, . S, Pereira, E. R Welz, B. & Borges, D. L_ G. (2015). Application of direct solid
sample analysis for the actermination of éhiorine In bological materias using

fact that aqueous standard solutions could be used for calil
further demonstrate the absence of any kind of interference. The
determination of total chlorine has been shown to be an excellent
marker of the proper removal of POPs during the purification/
concentration steps by state-of-the-art molecular distillation, and
of the processing steps in general. It might be speculated that this
direct analysis approach might be applicable, maybe with some
modification, for the determination of other analytes in fish oil and
similar lipid matrices.
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Apéndice 3 -Espectro de ions positivos obtidos por ESI-MS para a
espécie de arsénio CqH,0sAs™ (D1), identificado a partir
do extrato N purificado
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Apéndice 4 -Espectro de ions positivos obtidos por ESI-MS para a
espécie de arsénio Cy;H»,05As" (D2), identificado a partir
do extrato N purificado

N#601 RT: 1005 AV: 1 NL 177E6
F: FTMS + p ESI Full ms [100.00-1300.00]
279,

[}
e, “\/\/’\/\)L
ol C11H2u02As »36”"\0 o
953
903
853
803

53 56224
703 CagHOn

60 22129
s 20177

169.09
453 CoH1 03

Relative Abundance
2

48320

12208 CarHx O0g

63628 807,08 85810
CasH5OnAs 76500

111711 123759 128066

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
mz



157

Apéndice 5 -Espectro de ions positivos obtidos por ESI-MS para a
espécie de arsénio CioH,s03As" (D3), identificado a partir
do extrato N purificado utilizando coluna de fase normal
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Apéndice 6 -Espectro de ions positivos obtidos por ESI-MS para a
espécie de arsénio Ci3H,03As" (D4), identificado a partir
do extrato N purificado utilizando coluna de fase normal
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Apéndice 7 -Espectro de ions positivos obtidos por ESI-MS para a
espécie de arsénio Ci4H303As" (D5), identificado a partir
do extrato N purificado utilizando coluna de fase normal

N#865 RT: 1429 AV 1 NL 723E6

F: FTMS + p ESI Full ms [100.00-1300.00]
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Apéndice 8 - Produgdo cientifica gerada durante o periodo de
doutorado
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