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RESUMO

O mercado mundial de cosméticos e perfumes movimenta bilhdes de
dolares por ano e a todo momento novos produtos séo colocados a disposicéo
do consumidor. Por isso € muito importante garantir a qualidade e seguranca
de tais produtos. Assim, a analise de contaminantes inorganicos em produtos
cosméticos é de grande importancia, devido a possiveis contaminacdes e
adulteracdes que podem ocorrer durante as etapas de processamento,
acondicionamento e armazenagem dos produtos.

S&o poucos os trabalhos presentes na literatura relacionados com a
determinacdo de contaminantes inorganicos em cosméticos. e as técnicas
analiticas utilizadas pelos proprios fabricantes e também por instituicGes
governamentais requerem etapas de decomposi¢cado da amostra, representando
fontes de erros e contaminagoes.

Neste contexto, este trabalho teve como foco principal o
desenvolvimento de métodos simples e rapidos para determinacdo de chumbo
e niquel, em produtos cosméticos (perfumes, tinturas capilares e maquiagem) e
em amostras de cabelo humano, por espectrometria de absorgédo atbmica em
forno de grafite.

O trabalho consta de trés partes. A primeira tem como intuito
desenvolver e validar métodos para determinacao de chumbo em amostras de
cabelo e tinturas capilares empregando amostragem em suspensao e GF AAS.
Para o preparo das suspensfes as amostras, com granulometria adequada,
foram dispersas em HNO3; 2,5% v/v e H,O;, 1,5% v/v e as condicdes ideais de
analise como modificadores permanentes, temperaturas de pirdlise e
atomizacdo, tempos de pirélise e modificador quimico em solucdo, foram
avaliadas no sentido de alcancar uma maior eficiéncia analitica. Os parametros
analiticos obtidos comprovaram a viabilidade do método tanto para a
determinacdo de chumbo em amostras de cabelo como para determinacao
deste analito em tinturas capilares. Pode-se verificar pelos resultados, que
maiores concentragdes de chumbo foram encontradas nas amostras de cabelo

de usuéarios de tintura capilar e em tinturas creme de cores escuras.



Na segunda parte, métodos empregando solubilizacdo alcalina das
amostras de batom e amostragem em suspensao para as amostras de sombra,
com posterior quantificacdo de chumbo por GF AAS foram desenvolvidos.
Condicoes ideais de preparo das amostras foram estabelecidas mediante
otimizacdo multivariada e o programa de temperatura para cada método foi
otimizado através de curvas de pirélise e atomizacdo. Os métodos foram
validados e aplicados para analise de 22 amostras de batom e 15 amostras de
sombra de diferentes marcas e cores adquiridas no comeércio local. A presenca
de chumbo foi detectada em 21 das 22 amostras analisadas, variando de 0,27
a 4,45 ug g'. Ja para as amostras de sombra a menor concentracdo de
chumbo detectado foi de 0,41 ug g™ e a maior de 7,08 pg g™.

Na ultima parte, foi otimizado e validado um método para determinacao
direta de niquel em perfumes, também por GF AAS. Os resultados obtidos para
0os parametros de validacdo indicaram que o método proposto é eficiente e
confiavel, apresentando alta sensibilidade, com limites de deteccdo e
quantificacdo na ordem de 0,63 e 2,11 pg L™, respectivamente. Uma maior
concentracdo de niquel foi detectada em amostras de aguas de perfume
importadas, com teores que variaram de 7,13 a 21,7 pg L™

Os estudos realizados demonstraram a potencialidade das estratégias
de preparo de amostras empregadas neste trabalho para a analise de
cosmeéticos. Acreditando-se que estas estratégias possam ser utilizadas para
outros analitos em matrizes iguais ou semelhantes as avaliadas nesta tese.
Sendo que os resultados obtidos nas analises dos produtos cosméticos,
demonstram a necessidade de um maior controle de qualidade e o
estabelecimento de legislacGes especificas e eficazes que possam controlar a

presenca de metais toxicos em tais produtos.



ABSTRACT

The world market of cosmetics and perfumes billions of dollars a year
and every time new products are available to the consumer. It is therefore very
important to ensure the quality and safety of such products. Thus the analysis of
inorganic contaminants in cosmetic products is of great importance because of
possible contamination and adulteration that may occur during the processing
steps, packaging and storage products.

There are few studies in the literature related to the determination of
inorganic contaminants in cosmetics. and the analytical techniques used by the
manufacturers and governmental institutions also require decomposition steps
of the sample representing sources of errors and contamination.

In this context, this work has focused primarily on the development of
simple and rapid methods for determination of lead and nickel in cosmetic
products (perfumes, hair dyes and makeup) and in samples of human hair BY
graphite furnace atomic absorption spectrometry.

The work consists of three parts. The first objective is to develop and
validate methods for the determination of lead in samples of hair and hair dyes
employing slurry sampling and GF AAS. To prepare suspensions the samples
were diluted in 2.5% v/v HNO3 and 1.5 % v/v H,O,.and the optimal conditions of
analysis as permanent modifiers, pyrolysis and atomization temperatures,
times, pyrolysis and chemical modifier in solution were evaluated in order to
achieve greater analytical efficiency. The analytical data supported the
feasibility of the method for determining both lead as in hair samples for the
determination of analyte in hair dyes. You can check the results, that higher
concentrations of lead were found in hair samples of users of hair dye and dye
dark cream color.

In the second part, methods employing alkaline solubilization of the
samples of lipstick and slurry sampling for samples of shade, with subsequent
quantification of lead by GF AAS were developed. Ideal conditions of sample
preparation were established by multivariate optimization and temperature
program for each method was optimized through pyrolysis and atomization
curves. The methods were validated and applied to analyze 22 samples and 15
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samples of lipstick shade of different brands and colors bought locally. The
presence of lead was detected in 21 of 22 samples, ranging from 0.27 to 4.45 p
g*. As for the samples shadow the lowest concentration of lead detected was
0.41 pg g™ and the highest 7.08 pg g*

The last section was optimized and validated a method for direct
determination of nickel in perfumes, also by GF AAS. The results obtained for
the validation parameters indicated that the proposed method is efficient and
reliable, with high sensitivity, with limits of detection and quantification of the
order of 0.63 and 2.11 ug L-1, respectively. A higher concentration of nickel was
detected in samples of perfume imported water, with concentrations ranging
from 7.13 to 21.7 pL-1.

Studies conducted demonstrated the potential strategies for sample preparation
used in this study for the analysis of cosmetics. It is believed that these
strategies can be used for other analytes in the same or similar arrays
evaluated in this thesis. Since the results obtained in the analysis of cosmetic
products, demonstrate the need for greater quality control and the
establishment of effective and specific laws that may control the presence of
toxic metals in range products such studies demonstrated the capability of
preparing strategies samples used in this study for the analysis of cosmetics. It
is believed that these strategies can be used for other analytes in the same or
similar arrays evaluated in this thesis. Since the results obtained in the analysis
of cosmetic products, demonstrate the need for greater quality control and the
establishment of effective and specific laws that may control the presence of

toxic metals in such products.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA



1.1. Produtos cosméticos

Os desenvolvimentos cientificos dos ultimos séculos tém permitido o
atendimento das necessidades béasicas (alimentacdo, saude e vestuério) de
uma significativa parcela da crescente populacdo humana. O aumento da
renda, da qualidade de vida e da longevidade dessa populacdo faz com que
homens e mulheres dediquem muito mais tempo, recursos e esfor¢gos ao cultivo
da higiene pessoal e da melhor aparéncia possivel ao longo de sua vida.

O mercado mundial de cosméticos e perfumes movimentou 382 bilhdes
de dolares em 2010, apresentado um crescimento de 9,5%. Os Estados
Unidos, maior consumidor desses produtos apresentaram uma retracao,
enquanto paises emergentes como Brasil, China e Russia apresentam um forte
crescimento do setor. Em 2011, o setor brasileiro de higiene pessoal,
perfumaria e cosmeéticos faturou mais de 43 bilhdes de ddlares, registrando o
maior crescimento percentual entre os dez maiores mercados do mundo.
Atualmente, o Brasil detém 10,1% do mercado global, contra 11,1% do Japao e
14,8% dos Estados Unidos. Os trés primeiros colocados sdo seguidos pela
China (6,5%), Alemanha (4,5%), Franca (4,1%) Reino Unido (4%), Russia
(3,3%), Italia (3%) e Espanha (2,5%). Na América Latina o Brasil € lider, com
uma fatia de 58% do mercado de produtos cosméticos (ABIHPEC, 2011).

De acordo com a definicdo conferida pela Legislacdo vigente no pais,
cosmeéticos, produtos de higiene e perfumes “sao preparacdes constituidas por
substancias naturais ou sintéticas de uso externo nas diversas partes do corpo
humano tais como pele, sistema capilar, unhas, labios, érgdos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o0 objetivo
exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia, corrigir
odores corporais, protegé-los ou manté-los em bom estado” (ANVISA, 2003).

Embora os produtos cosméticos sejam aplicados topicamente, um ou
mais de seus componentes podem permear a barreira cutanea, sendo parcial
ou totalmente absorvidos pelo organismo (Castanedo-Tardan & Zug, 2009). Na
avaliacdo de seguranca de tais produtos, os seguintes parametros devem ser
analisados: categoria do produto, condicbes de uso, concentracdo de cada
componente na formulacdo, quantidade de produto em cada aplicacao,
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frequéncia de uso, local de contato direto com o produto, superficie total de
pele ou de mucosa onde o produto é aplicado, duracdo do contato, consumidor
alvo e possiveis desvios no emprego (uso inadequado ou acidental) do produto
(Giovani et al., 2006).

A avaliacdo do risco de cosméticos e de seus ingredientes deve levar
em consideracdo um aspecto altamente restritivo a respeito de sua seguranca.
Em contraste com o0s medicamentos, que s&o avaliados levando em
consideracao seus riscos e beneficios, os cosméticos e seus ingredientes néo
devem ser prejudiciais a saude humana sob circunstancias normais ou
previsiveis de uso. Assim, para que um produto cosmeético seja colocado no
mercado, a livre disposicdo do consumidor, 0 mesmo deve apresentar-se
seguro e isento de riscos a saude humana (Goldberg, 2009).

Nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) é o 6rgéo
responsavel pelo controle de qualidade dos produtos cosmeéticos, (Meyers,
2007). Ja a Franca adotou o sistema de Cosmetovigilancia para garantir a
qualidade e seguranca dos produtos comercializados no Pais (France, 2004).
No Brasil, a ANVISA é o 6rgao nacional competente que atua na vigilancia
sanitaria do setor de cosméticos. A legislacdo tem sido adaptada as exigéncias
do Mercosul, da Unido Européia e demais paises, ndo s6 para facilitar os
processos de importacdo e exportacdo de produtos cosméticos, como também,
para garantir maior margem de seguranca ao uso desses produtos. Assim a
partir de 31 de dezembro de 2005, tornou-se obrigatéria a implementacéo do
sistema de Cosmetovigilancia em todas as empresas fabricantes e/ou
importadoras de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes
(ANVISA, 2005).

O sistema de Cosmetovigilancia foi criado para facilitar a comunicacéo,
sobre problemas decorrentes do uso, defeitos de qualidade ou efeitos
indesejaveis dos produtos a que se refere e também para melhorar o acesso
do consumidor as informagfes sobre esses produtos. Através do sistema de
Cosmetovigilancia, as empresas fabricantes e/ou importadoras de produtos
cosmeéticos deverdo manter registro de todos os relatos feitos pelos
consumidores em relacdo a problemas causados por cosméticos, e avalia-los.
A partir dessa avaliacdo devem ser tomadas medidas com o intuito de garantir
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a qualidade e seguranca do produto em questdo. No caso de situacdes que
impliguem em risco a saude do usuario, as empresas deverdo notificar a
ANVISA sobre o relato (Behrens & Chociali, 2007).

O consumo de produtos cosméticos no Brasil aumenta a cada ano e
diante desse mercado em ascensdo, as industrias estdo constantemente
desenvolvendo novos produtos e processos e, por iSSO mesmo, Seus
componentes devem ser seguros, de modo a nao oferecer riscos a salude dos
consumidores. Dessa forma, os sistemas de Cosmetovigilancia e Controle de
Qualidade de tais produtos sdo extremamente importantes para garantir a
qualidade e a seguranca dos produtos disponiveis ao consumidor.

Alguns cosméticos como tinturas capilares e produtos para maquiagem
apresentam em sua formulacdo pigmentos inorganicos que podem arrastar
como impurezas metais téxicos, capazes de produzir danos ao organismo
humano (Draelos, 2001). Sais metalicos, principalmente o acetato de chumbo,
sdo usados em tinturas capilares, devido a sua capacidade em cobrir cabelos
grisalhos (Kirkland et al., 2005). Relatos recentes presentes na literatura se
referem a presenca de chumbo em batons e outros produtos para maquiagem
como sombras (Atz, 2008; Hepp et al., 2009; Al-Saleh., 2009; Volpe et al.,
2012). Existem também diversos relatos de alergias decorrentes do uso de
perfumes (Menné et al.,2003; Pons-Guiraud, 2007; Elberling et al., 2009) e
como a sensibilizacdo ao niquel pode ser considerada como uma das principais
causas de dermatite de contato alérgica, a avaliacao do metal em tais produtos
€ de extrema relevancia. Dessa forma, o presente trabalho, teve como foco
principal a avaliacdo de chumbo e niquel, em tinturas capilares, batons,

sombras e perfumes.

1.1.1. Tinturas Capilares

O uso das tinturas capilares nos remonta ha, no minimo, 4.000 anos
atrds. Os primeiros registros de uso estdo no Egito, onde foram encontradas
mumias egipcias com o cabelo colorido com henna. No Império Romano,

pentes de chumbo mergulhados no vinagre eram utilizados para escurecer
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cabelos grisalhos. A partir do século XVII, surgiram inUmeras receitas e livros
sobre cosméticos. Nessa época, comecaram também a surgir os profissionais
da cosmeética e suas prescri¢cdes incluiam, com frequéncia, banhos de vinho ou
de leite nos cabelos (Nohynek et al., 2004). Hoje, milhdes de pessoas utilizam
tinturas capilares. Muitos produtos e técnicas estdo disponiveis, e a
composicdo depende do tipo de coloragdo. As tinturas capilares séo
usualmente classificadas em permanentes, semipermanentes, temporérias e
naturais, de acordo com o tempo que permanecem no cabelo e com a
composicao (Kirkland et al., 2005).

As coloragbes permanentes sdo os produtos mais populares e podem
ser classificadas em tinturas capilares oxidativas e tinturas capilares
progressivas (FDA, 1997). As tinturas capilares oxidativas diferem-se das
demais por consistirem de dois componentes que sdo misturados, antes do
uso, e que geram a tintura por reacfes quimicas (Nohynek et al., 2004). O
primeiro componente é uma solugcdo de pigmentos, aminas primarias e amonia;
o segundo componente € uma solucdo oxidante, geralmente perdxido de
hidrogénio (Corbett, 1999). Ja as coloracdes progressivas apresentam sais de
chumbo, bismuto ou prata em sua composi¢cdo. As particulas metalicas
interagem com os residuos de cisteina presentes na queratina e acumulam-se
nos fios de cabelo, mudando gradualmente a cor (Bolduc & Shapiro, 2001). As
tinturas capilares progressivas sdo utilizadas, principalmente, para cobrir
cabelos grisalhos (Nohynek et al., 2004).

As formulagbes para coloracdo semipermanente contém basicamente
agua oxigenada, pigmentos artificiais, agentes de tratamento e uma pequena
concentracdo de amobnia. Como exemplo, 0os xampus tonalizantes, agem
depositando uma nova cor na superficie dos fios sem alterar a estrutura capilar,
retirando bem pouco dos pigmentos naturais do cabelo. A durabilidade é de
aproximadamente 1 més, considerando a lavagem dos cabelos a cada dois
dias (Kirkland et al., 2005). Ja as tinturas temporarias nao apresentam amaonia
em sua composicdo e nado conseguem penetrar no cabelo, se depositando
temporariamente sobre ele. Resistem a no maximo 4 lavagens dos cabelos
(Bolduc & Shapiro, 2001).



As tinturas naturais utlizam a “henna”, que é produzida pela extracao das
folhas de Lawsonia inermis, ou o lawsone (2-hidroxi-1,4-naftoquinona)
(Nohynek et al., 2004). Apesar de conferir uma durabilidade semelhante a das
tinturas semipermanentes, a coloracdo natural oferece uma faixa de cores
limitada e por isso a maioria dos consumidores prefere utilizar produtos
sintéticos, que permitem uma grande variedade de cores e proporcionam
melhores resultados (Bolduc & Shapiro, 2001).

Como descrito, certos metais fazem parte da composicdo de algumas
tinturas, sendo utilizados na producdo de pigmentos. Sais metalicos,
principalmente o acetato de chumbo, sdo usados em tinturas capilares, devido
a sua capacidade de cobrir cabelos grisalhos. A FDA permite o uso de acetato
de chumbo para produtos destinados a coloracdo dos cabelos na concentracdo
méaxima de 0,6% m/m (Kirkland et al., 2005). Além disso, 0os corantes podem
conter metais toxicos como contaminantes. No Brasil e nos Estados Unidos o
limite estabelecido pelas legislagbes vigentes para o teor de chumbo em
corantes usados na composicdo de tinturas é de 20,0 mg kg™* (ANVISA, 2000;
US FDA, 2002a). A ANVISA estabelece uma classificacdo conforme o grau de
risco dos produtos cosmeéticos baseada na finalidade de uso do produto, areas
do corpo abrangidas, modo de usar e cuidados a serem observados, sendo
que produtos classificados como Grau 1 possuem risco minimo e 0s
classificados como Grau 2 possuem risco potencial, como € o caso das tinturas
capilares. Também, estabelece as informacdes especificas que devem estar
presentes nas embalagens de produtos cosméticos. Além de outras
adverténcias, as tinturas capilares devem, obrigatoriamente, informar que
podem causar reacao alérgica e descrever a prova de toque e, ainda, as
tinturas com acetato de chumbo devem informar que o uso inadequado pode
provocar intoxicagao por absorgcéo de chumbo (ANVISA, 2005).

1.1.2. Produtos para maquiagem: batom, sombra e blush

O habito de pintar o rosto vem da pré-historia. Consta em registros

histéricos que o homem de Neandertal pintava sua face de vermelho, marrom e
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amarelo, com substancias a base de argila, lama e arsénios (Kumar, 2005). Os
egipcios pintavam os olhos com o Kohl, um pigmento preto, composto por sais
de antimbnio, para evitar a contemplacdo direta do deus Sol e recorriam a
gordura animal, cera de abelha, mel e leite no preparo de cremes para proteger
a pele das altas temperaturas (Hardy et al., 2006). O blush surgiu na Grécia e
possuia grande quantidade de Pb em sua composicéo, devido a presenca de
um pigmento branco a base de carbonato de chumbo. O século XX inaugurou a
era da industria dos cosméticos e em 1921, pela primeira vez, o batom foi
embalado num tubo e vendido sob a forma de cartucho (Kumar, 2005).

Atualmente, os produtos para maguiagem S80 responsaveis por cerca
de 20% do mercado mundial de produtos de beleza. A Franca é o pais que
mais exporta estes produtos e os Estados Unidos possuem o maior mercado
consumidor. O Brasil é hoje o terceiro maior mercado consumidor de produtos
cosmeéticos e a previsao, é de que ainda em 2012, o pais ultrapasse o Japéao e
ocupe o segundo lugar (ABIHPEC, 2011).

O batom € o produto para maquiagem mais consumido pelas mulheres
no mundo. Sua formulacdo € composta por uma mistura de Oleos e ceras
(geralmente cera de carnauba), conservantes, perfumes e pigmentos. Os
pigmentos inorganicos mais frequentemente usados séo correspondentes aos
oxidos metalicos como oOxidos de ferro, cromo, zinco, titdnio entre outros
(Draelos, 2001). Também s&o usados corantes organicos, como O0S
bromoacidos (eosina acida), que mudam da cor laranja (a pH 4) para a cor
vermelho-purpura, apos neutralizacdo pelo tecido dos labios. A combinacao e a
qguantidade dos componentes usados na formulacdo dos batons € dependente
da aparéncia, cobertura e fixacao desejada (Bono et al., 2006).

Como componentes basicos da sombra em p6 temos talco, aglutinantes
e pigmentos. Os aglutinantes mais comumente usados sd0 0s estearatos de
magnésio e zinco. Os mesmos pigmentos inorganicos usados nos batons séo
também empregados nas formulagdes das sombras. Oxido de ferro preto e
negro de carbono sdo empregados para formulacdo de sombra preta, 6xido de
cromo para sombra verde, azul da Prussia (ferrocianeto de potassio) para
sombra azul, dioxido de titanio ou O0xido de zinco para tons pastéis, oxido de
ferro marrom para sombra marrom e amarelo para sombra amarela. Sendo que
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uma grande variedade de cores podem ser obtidas mediante mistura dos
componentes citados acima (Draelos, 2001).

De acordo com as normas da ANVISA, os componentes usados nas
formulacbes de cosméticos para a area dos olhos e labios devem seguir
especificacoes de identidade e pureza. S&o permitidos somente corantes
inorganicos insoliveis em &gua. Para os corantes organicos, os limites
ma&ximos para impurezas de metais s&o correspondentes a 5 mg kg™* para o
bario, 3 mg kg' pm para o arsénio e 20 mg kg' para o chumbo. Os
conservantes usados na fabricacdo de tais produtos, como o timerosol e
fenilmercuriais, devem apresentar uma concentracdo de mercurio inferior a 70
mg kg™t (ANVISA, 2000). E importante salientar que tanto no Brasil, como no
exterior, ainda néo existe legislacdo especifica quanto a residuos de metais

téxicos como Pb, As, Hg, Ni, Co, Cd e Cr em produtos para maquiagem.

1.1.3. Perfumes

Os primeiros perfumes surgiram provavelmente associados a atos
religiosos, ha mais ou menos 800 mil anos, quando o0 homem descobriu o fogo.
Os deuses eram homenageados com a oferenda de fumaca proveniente da
gueima de madeira e de folhas secas. Essa pratica foi posteriormente
incorporada pelos sacerdotes dos mais diversos cultos, que utilizavam folhas,
madeira e materiais de origem animal como incenso, na crenca de que a
fumaca com cheiro adocicado levaria suas preces para os deuses. Dai o termo
‘perfume’ originar-se das palavras latinas per (que significa origem de) e fumare
(fumaca). O passo seguinte na evolu¢cdo do emprego dos aromas foi sua
apropriacdo pelas pessoas, para 0 uso particular, algo que provavelmente
aconteceu entre os egipcios. Um avanco posterior foi a descoberta de que
certas flores e outros materiais vegetais e animais, quando imersos em gordura
ou Oleo, deixavam nestes uma parte de seu principio odorifero. Assim eram
fabricados os ungientos e os perfumes mencionados na Biblia (Dias & Silva,
1996).



A arte de extracao de perfumes foi bastante aprimorada pelos arabes ha
cerca de mil anos. Eles faziam essas extracdes a partir de flores maceradas,
geralmente em agua, obtendo ‘agua de rosas’ e ‘agua de violetas’, dentre
outras. Com o advento do cristianismo, 0 uso dos perfumes como aditivo ao
corpo foi banido, uma vez que estava associado a rituais pagdos. Os arabes,
cuja religido ndo impunha as mesmas restricdes, foram 0s responsaveis pela
perpetuacdo de seu uso (Scheinman, 1996).

O ressurgimento da perfumaria no Ocidente deveu-se aos mercadores
que viajavam as Indias em busca de especiarias. Ja no final do século XIII,
Paris tornou-se a capital mundial do perfume. Até hoje, muitos dos melhores
perfumes provém da Franca. J& as aguas de col6nia classicas tém menos de
200 anos, sendo originarias da cidade de Colbnia, na Alemanha (Azevedo,
2006). Atualmente séo lancados cerca de 200 perfumes por ano e no mercado
h& mais de 20.000 aromas disponiveis.

Os perfumes sdo constituidos por 3 componentes principais: um
solvente, um fixador e a esséncia ou fragancia. O solvente é um composto
muito volatil que serve de veiculo para aumentar a dispersdo do cheiro,
normalmente &lcool etilico. E a maior parte do que esta dentro do frasco, cerca
de 99%. A esséncia que € o que realmente da o cheiro ao perfume e é
adicionada em gquantidades muito pequenas. Costuma ser um 6leo essencial
extraido de plantas ou obtido por sintese no laboratério. Por dltimo temos os
fixadores que podem ou néo ter cheiro. S&o compostos de baixa volatilidade
cujo papel é retardar a libertacdo do aroma, ou seja permitir que o cheiro do
perfume persista por um longo periodo (Lopez-Nogueroles et al., 2010).

Existem em torno de 5000 diferentes substancias quimicas presentes
nas fragrancias usadas na producdo de perfumes, sendo que em uma Unica
fragrancia pode-se encontrar mais de 300 substancias quimicas. Algumas
destas substancias podem causar reacdes alérgicas aos usuarios, dentre as
quais pode-se citar: o aldeido cinamico, o alcool cinamico, o alcool alfa-amil
cindmico, o geraniol, o eugenol, oak moss absoluto e a hidroxicitronelal. No
entanto, os fabricantes guardam as formulas como segredos (sdo protegidas
por lei) e nos rétulos nunca estao discriminadas as especificacdes necessarias,
sendo impossivel portanto, desvendar qual constituinte do perfume pode ser a
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causa da alergia, o que dificulta a vida do alérgico (Teixeira et al., 2009).A
associacao brasileira de alergia e imunopatologia (ASBAI) esté tentando junto a
ANVISA obrigar os fabricantes dos varios produtos cosmeéticos brasileiros a
rotularem os ingredientes por completo, garantindo a informacéo necessaria a
pessoas alérgicas.

Além das substancias que sdo usadas como ingredientes nas
formulagbes dos perfumes, reacdes alérgicas podem ocorrer também devido a
presenca de contaminantes, como € o caso da sensibilizacdo ao niquel,
considerada como uma das principais causas de dermatite de contato alérgica
(Biebl & Warshaw, 2006). A presenca de pequenas concentracdes de niquel
pode causar pré-disposicao alérgica em pessoas com sensibilidade ao metal.
Assim é recomendado que impurezas de niquel em produtos cosméticos e

perfumaria sejam inferiores a 5,0 ppm (Torres et al., 2009).

1.2. Efeitos nocivos dos metais toxicos no organismo humano

Os pigmentos inorganicos e organicos usados na formulacdo de
produtos cosméticos podem apresentar, como impurezas, alguns metais como
aluminio, chumbo, mercurio, cAdmio, cromo, antiménio, arsénio e niquel. Esses
metais e seus compostos quando sollveis em agua podem ser parcialmente
absorvidos pela pele, principalmente se o cosmético é formulado sob a forma
pastosa ou liquida (Sainio et al., 2000). De maneira geral, as intoxicacdes por
metais, atingem a populacdo alterando estruturas celulares, inibindo enzimas
vitais, substituindo metais co-fatores de atividades enzimaticas, concorrendo
para imunodepressao ou gerando radicais livres (Goldhaber, 2003).

O chumbo é reconhecido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como um dos elementos quimicos mais perigosos a saude humana e seus
efeitos nocivos sdo conhecidos desde os tempos antigos, jA que este metal
afeta praticamente todos os 6rgdos e sistemas do corpo humano (Vanz et al.,
2003). Apesar de as maiores concentracdes de chumbo serem encontradas
Nos 0SS0S, 0S principais efeitos adversos s&o vistos no sistema nervoso central,

na medula 6ssea e nos rins, considerados sitios criticos de exposi¢cao ao metal
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(Moreira & Moreira, 2004). A presenca do chumbo no organismo pode
desencadear quadros de anemia, encefalopatia, cefaleia, alucinagdes, perda
de memdria, convulsbes, paralisia, deficiéncia renal, hepatotoxicidade e
neoplasias (Shrivas & Patel, 2010). O chumbo também tem sido associado com
a reducao da fertilidade feminina e masculina e com a ocorréncia de abortos
espontaneos. Em mulheres gravidas, tal elemento pode atravessar a placenta,
prejudicando o perfeito desenvolvimento do feto (Basheer et al., 2008). Durante
o desenvolvimento de uma crianca concentracoes de chumbo inferiores a 10
ug dL™ podem provocar danos permanentes, como menor quociente de
inteligéncia e deficiéncia cognitiva (Lanphear et al., 2000). Em adultos, alguns
estudos indicam que concentracdes de chumbo em torno de 400 a 600 ug.L™
no sangue, podem desencadear diversos prejuizos ao organismo, como
encefalopatia, queixas gastrointestinais, anemias, entre outros (Schifer et al.,
2005; De Gennaro, 2002 ).

A sensibilizacdo ao niquel representa uma das principais causas de
dermatite de contacto alérgica com taxas de prevaléncia que variam de 7 a
10%. A vasta utilizacdo deste metal na composi¢cdo de numerosos objetos e
produtos de uso cotidiano, tais como utensilios de cozinha, botdes, fechos
metalicos, Oculos, pulseiras de reldégio entre outros e sua presenca como
impureza em produtos cosméticos, contribui para uma sensibilizacao
significativa (Duarte et al., 2005). Além das dermatites de contato, doses
elevadas do metal podem causar irritacdo gastro intestinal como nauseas,
vbmitos e diminuicdo do apetite; alteracdes neuroldgicas: dor de cabeca,
vertigem; alteracdes musculares: fragueza muscular; alteracdes cardiacas:
palpitacfes; alergia: rinite crénica, asma e outros estados alérgicos (Menné,
2003). O niquel inibe a acdo da enzima superédxido dismutase que participa no
processo de metabolizacdo dos radicais livres. O excesso do metal pode
chegar a ter conseqiiéncias graves como necrose e carcinoma do figado e

cancer de pulméo (Erdogrul & Erlibir, 2006).
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1.3. Avaliagdo de metais toxicos no organismo

A andlise de matrizes bioldégicas como sangue, cabelo e urina, permite
avaliar a presenca e a concentracdo de elementos potencialmente toxicos no
organismo. Alteracdes nas concentracdes destes elementos em fluidos e
tecidos biolégicos podem resultar em uma variedade de condi¢des patolégicas,
e a determinacdo destes metais pode auxiliar nos diagndsticos e tratamentos
de vérias desordens metabdlicas hereditarias ou adquiridas (Bizaio & Krug,
2004).

A andlise de cabelo para a determinacdo de metais traco apresenta
vantagens quando comparada as analises de outros tecidos ou fluidos
biolégicos como sangue, suor e urina. O cabelo € um material biol6gico atrativo
por causa da simplicidade de amostragem (facilidade de coleta, sem traumas e
sem dor), estocagem, transporte e manuseio. Além disso, € um material
bastante estavel que ndo precisa ser mantido sob refrigeracdo, tampouco
necessita de preservantes (Gellein et al., 2008).

Procedimentos envolvendo digestdo acida assistida por micro-ondas ou
com aquecimento convencional (Kazi et al.,, 2008; Zhang et al., 2009),
amostragem em suspensao (Fernandes et al., 2007) e determinacédo direta
(Baysal & Akman, 2010) sdo comumente empregados para determinacdo de
contaminantes inorganicos em amostras de cabelo. A hidrdlise alcalina é
raramente utilizada para a determinacdo de compostos inorganicos no cabelo,
sendo mais frequentemente empregada para a determinacdo de compostos
organicos (Pozebon et al., 1999).

Dentre as técnicas analiticas utilizadas para determinacéo de elementos
traco em amostras de cabelo estdo a espectrometria de absorcdo atbmica com
chama (FAAS) (Ferreira et al., 2007) e com forno de grafite (GF AAS) (Baysal &
Akman, 2010), espectrometria de emissédo atdmica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) (Chojnacka et al., 2006), espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (Becker et al., 2008), fluorescéncia
de raios-X (XRF) (Borgese et al., 2010) e andlise por ativacdo neutrbnica
(INAA) (Zhang et al., 2007).
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A escolha de uma determinada técnica depende principalmente da
exatiddo e sensibilidade necessarias, da matriz da amostra, da quantidade de
amostra disponivel, do elemento de interesse e dos custos das analises
(Moreira & Moreira, 2004). A espectrometria de absorcao atdmica em forno de
grafite vem sendo empregada com sucesso na analise de cabelo e outras
matrizes biolégicas, por apresentar alta sensibilidade (da ordem de ng L™ e ug
L"), necessitar de um pequeno volume de amostra (5 -100 pL) e permitir a
realizacdo de analises direta de solidos e de suspensdes, envolvendo um

preparo minimo das amostras (Gil et al., 2011).

1.4. Métodos analiticos aplicados a determinacdo de metais em produtos

cosmeéticos
1.4.1. Preparo de amostras aplicados a produtos cosméticos

Apesar da crescente producdo e consumo de produtos cosméticos,
pouco existe sobre o controle de qualidade do produto acabado no que se
refere a presenca de metais toéxicos e poucos trabalhos sdo encontrados na
literatura. A maioria dos trabalhos disponiveis, referentes a determinacdo de
metais tdéxicos em produtos cosméticos, envolve métodos convencionais de
analise, nos quais as amostras sdo preparadas por meio de procedimentos de
decomposicdo, tais como, fusdo ou dissolucdo acida (Volpe et al., 2012;
Nnoram et al.,, 2005; Bocca et al., 2007; Al-Saleh et al., 2009). Tais
procedimentos envolvem a uma diluicdo da concentracdo do analito na amostra
ocasionando perda em detectabilidade e necessitam de uma massa de
amostra maior do que aquela necesséaria para andlise direta. Além disso,
normalmente, os métodos convencionais de preparo da amostra demandam
muito tempo, sdo mais suscetiveis & perdas e contaminacdo, requerem
reagentes com alto grau de pureza, e consequentemente de alto custo, além
de exigir pratica e experiéncia do analista (Dittert et al ., 2009).

Por estas razdes, ha um crescente interesse em implementar processos
analiticos que tenham como objetivo a simplificacdo das analises,
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principalmente no que diz respeito a diminuicdo de tempo e custos, reducao da
participacdo humana e minimizacéo das etapas de preparo das amostras. Com
este intuito, outros procedimentos como a introdu¢do da amostra na forma de
suspensao (Sardans et al., 2010) e a solubilizacao alcalina (Ghisi et al., 2007)
sao alternativas que vem sendo utilizadas para determinar diversos elementos

em diferentes matrizes. Esses procedimentos séo detalhados a seguir.

1.4.1.1. Amostragem em Suspensao

Na amostragem em suspensao uma pequena por¢do da amostra sélida
finamente moida é dispersa em um solvente adequado, formando uma
suspensao solido-liquida. Ao se introduzir a amostra na forma de suspenséo,
evita-se muitos dos problemas associados a amostragem direta de sdlidos, tais
como geracdo de absor¢cdo de fundo devido a absorcdo molecular e
espalhamento de radiacdo por particulas da matriz, o estabelecimento de uma
calibracdo com padrbes solidos, a disponibilidade destes padroes e a
dificuldade de se obter uma porcéo representativa da amostra (Santos et al.,
2010).

A objecdo mais comumente encontrada nas potencialidades da técnica
de amostragem em suspensdo € a necessidade de se trabalhar com um
tamanho de particulas diminuto. O tamanho de particula do material sélido
utilizado para preparar uma suspensao pode influenciar a estabilizacéo,
sedimentacdo e eficiéncia de atomizacdo, o que por sua vez influencia a
precisdo e a exatiddo das medidas (Vieira, 2003). Geralmente, particulas
menores facilitam o preparo da suspensdo da amostra e melhoram a
recuperacao do analito. Erros associados a particulas maiores (diametro = 100
pm) surgem da dificuldade de manter uma distribuicio homogénea dessas
particulas em suspenséo e da diminui¢cdo da eficiéncia de pipetagem. Por isso,
a moagem da amostra original é usualmente requerida para se minimizar os
erros, sendo que o intervalo de tamanho de particula 6timo depende da
composicdo da amostra e da técnica analitica empregada (Cal-Prieto et al.,
2002).
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Atualmente existem diferentes dispositivos para moagem, tais como
moinho criogénico, moinho orbital, moinho rotatério, que possibilitam a
obtencdo de tamanhos de particulas adequados para a amostragem em
suspensao. A escolha do sistema de moagem a ser empregado pode variar
dependendo das propriedades da amostra, tais como a dureza e o contetdo de
fiboras e gorduras (Nomura et al., 2008). Dentre as técnicas de moagem
disponiveis, a moagem criogénica tem sido intensamente empregada para o
preparo de diferentes tipos de amostras (Nomura et al., 2005; Baysal & Akman,
2010; Régo et al. 2012). O principio da técnica consiste em promover o
congelamento da amostra para aumentar a dureza dos materiais provocando
falhas na estrutura. Dessa forma, o material se torna quebradico, sendo
necessaria uma menor energia para sua cominuicao (Santos et al., 2003).

Outro aspecto critico associado a amostragem em suspensdo esta
relacionado a necessidade de manter a homogeneidade e a estabilidade da
suspensao. Tal problema pode ser solucionado com o0 uso de agitadores
magneéticos, por borbulhamento de gas ou com o0 uso de agitadores
ultrassénicos. Outra maneira de aumentar a estabilidade da suspenséo é com
0 uso de agentes estabilizantes como Triton X-100, viscalex, glicerol,
isopropanol, entre outros (Magalhdes & Arruda, 1998).

A amostragem em suspensao tem sido empregada para analise de
metais em diferentes matrizes. Fernandes e colaboradores (2007)
desenvolveram um método baseado na amostragem em suspensao para
determinacdo de vanadio em cabelo por GF AAS. Apds lavagem as amostras
foram moidas em moinho criogénio, obtendo-se particulas inferiores a 95 um e.
as suspensdes preparadas em frascos de 10 mL, por solubilizacdo de 10 a 50
mg de amostra em HNO3 0,14 mol L™. As suspensées foram mantidas estaveis
e homogéneas mediante adicdo de Triton X-100 0,1% m v e sonicacao por 15
minutos com com auxilio de uma sonda ultrassonica.

Em um outro trabalho, Amorim e colaboradores (2011) determinaram
molibdénio em amostras de leite em pd, por GF AAS com a amostra suspensa
em &agua a 10% m v™'. Para garantir a estabilidade e homogeneidade as

amostras foram sonicadas por intervalos de tempo de 10 a 30 minutos.

15



Pereira e colaboradores (2006) determinaram cadmio, chumbo e cromo
em sedimentos marinhos através da dissolu¢do de 10 mg de amostra em HNO3
3,0% v/v e H,02 10% v/v. Eles utilizaram uma bomba de aquério para gerar um
fluxo de ar e promover a homogeneizacdo das suspensdes, que foram

analisadas por GF AAS.

1.4.1.2. Solubilizacao alcalina

Reagentes alcalinos tem sido empregados no desenvolvimento de
procedimentos de preparo de amostras, envolvendo digestdes, extracdes ou
formacao de suspensdes, antes de analises usando técnicas espectroanaliticas
(No6brega et al.,, 2006). Os reagentes mais utilizados sdo o hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH), uma mistura de aminas terciarias sollveis em agua
(CFA-C) e bases fortes como NaOH ou KOH.

O TMAH é uma base organica forte, solivel em agua ou &lcoois
resultando em solucbes incolores com odor de amina, sendo capaz de
complexar e estabilizar elementos volateis. As amostras tratadas com TMAH
fornecem uma solugdo com caracteristicas de uma suspensao, apresentando
um baixo fator de diluicdo e permanecendo estavel durante meses, mesmo
gquando estocada em temperatura ambiente (Nobrega et al., 2006). Como
inconvenientes, podemos citar o odor forte e a alta viscosidade da solucdo
resultante do preparo da amostra, assim os procedimentos de andlise precisam
ser bem otimizados para evitar possiveis interferéncias ndo-espectrais (Ghisi et
al., 2007).

A solubilizacdo com TMAH é um tipo de tratamento simples, rapido, que
necessita de pequenas quantidades do reagente e que tem se mostrado
especialmente adequado para determinacdo por GF AAS, ou por emissdo
optica (ICP), uma vez que estas técnicas ndo requerem a mineralizacdo
completa da amostra (Ribeiro et al., 2000). Solubilizacdées com TMAH foram
empregadas com sucesso no preparo de diferentes tipos de amostras, como
biodiesel (Ghisi et al., 2011), leite (Ribeiro et al., 2003), tecidos de peixe e

mexilhdo (Pereira et al., 2006; Torres et al., 2009), sangue (Rodrigues et al.,
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2009), amostras de unha (Batista et al., 2008) entre outras. Porém, até o
presente momento, ndo h& na literatura trabalhos que utilizaram essa
estratégia de preparo para a analise de produtos cosméticos.

Na maior parte dos procedimentos, adiciona-se a amostra uma solucao
25% m v' de TMAH e a mistura resultante é aquecida em recipientes
fechados, em banho-maria ou em bloco digestor, por tempo suficiente até uma
adequada solubilizacdo da amostra. Para o preparo das amostras de biodiesel,
por exemplo, Ghisi e colaboradores (2011) adicionaram 500 uL de solucdo de
TMAH 25% m/v a 500 mg de amostra, com posterior aquecimento em bloco
digestor a 90 °C por 5 minutos. Apés completa solubilizacdo da amostra o
volume foi completado para 5 mL com agua Milli-Q. J& em um estudo
empregando solubilizacdo alcalina de amostras de peixe, Pereira e
colaboradores (2006) utilizaram 500 puL de solucdo de TMAH 25% m/v para
solubilizacdo de 200 mg de amostra. A mistura foi mantida a 60 °C em banho-
maria por 30 min e o volume completado com agua Milli-Q para 10 mL. Ambos
procedimento descritos se mostraram adequados para a determinacdo dos

metais de interesse por GF AAS.

1.4.2. Técnicas analiticas para determinacéo de metais

Dentre as vérias técnicas disponiveis para a determinacdo de
elementos traco, a espectrometria de absorcdo atdmica seja em chama
(FAAS), em forno de grafite (GF AAS) ou com gerador de hidretos (HG AAS) é
amplamente utilizada em andlises de rotina em funcdo de varios fatores como
alta especificidade, sensibilidade, robustez e baixos limites de deteccéo para
varios elementos (Freschi et al., 2000).

Se comparada com FAAS, a espectrometria de absorcdo atdmica em
forno de grafite € substancialmente mais sensivel apresentando limites de
deteccdo, para a maioria dos elementos, em concentracées da ordem de ng L™
e Mg L. Outra vantagem desta técnica é o pequeno volume de amostra

necessario (5 -100 uL), algo bastante interessante, sobretudo quando se trata
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de amostras escassas e/ou de dificil obtenc&o (Ribeiro et al., 2002). Por outro
lado, os longos programas de aguecimento do tubo de grafite (1 a 3 minutos) e
a caracteristica monoelementar da AAS podem se tornar uma desvantagem
qguando a frequiéncia analitica € um parametro a ser considerado (Hall, 1995).0
alto custo dos materiais de consumo, como os tubos de grafite e os reagentes
de alta pureza também podem, em alguns casos, inviabilizar o uso dessa
técnica (Correia et al., 2003).

Particularmente, a GF AAS tem se mostrado muito atrativa para analise
direta de solidos e de suspensfes, devido a sua alta sensibilidade, simplicidade
de instrumentacgé&o, custo relativamente baixo, e principalmente, pela auséncia
de sistemas de nebulizagdo ou vaporizacdo, o que facilita e simplifica a
introducdo da amostra com 100% de eficiéncia. Adicionalmente, o programa de
aguecimento do forno permite eliminar parte da matriz durante a secagem e
pirdlise, e o longo tempo de residéncia do analito no atomizador melhora a
eficiéncia de atomizacdo (Welz & Sperling, 1999). Devido a todas essas
caracteristicas a GF AAS vem se destacando como uma das técnicas mais
recomendadas para determinacdo de baixas concentracdes de elementos em
uma grande variedade de amostras seja na forma de solugdes, suspensdes ou
amostragem direta de sélidos.

Modificadores quimicos sdo comumente utilizados em andlises por
espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite, com o objetivo de
aumentar a estabilidade térmica do analito e/ou a eficiéncia da etapa de pirélise
por aumento da volatilizacdo da matriz, eliminando, assim, interferéncias
provocadas pela matriz ou concomitantes presentes na amostra (Welz &
Sperling, 1999). Existem dois tipos de modificacdo quimica: a modificacédo
quimica convencional, onde o modificador esta presente em solucdo e é
adicionado antes, depois ou conjuntamente com a amostra e a modificacédo
qguimica permanente, na qual o modificador é impregnado previamente na
superficie da plataforma ou na parede do forno de grafite (Froes et al., 2006).

Em 1986, Schlemmer e Welz propuseram uma mistura de nitrato de
paladio e nitrato de magnésio como um modificador quimico adequado para
mais de 20 elementos, resultando em temperaturas de pirdlise entre 900 e
1400°C e temperaturas de atomizagdo em torno de 2000°C, para os elementos
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investigados (Schlemmer & Welz, 1986). Um ano depois, eles relataram os

principais critérios para a selecdo de um modificador ideal (Welz et al., 1987):

* Estabilizar o analito a pelo menos 1000°C para garantir a total eliminacdo da
matriz na etapa de pirdlise;

* Nao diminuir a vida util do tubo de grafite;

 Ser disponivel em alto grau de pureza para evitar contaminagoes;

» Ser raramente determinado por GF AAS

* Nao afetar negativamente a sensibilidade da técnica;

* Nao contribuir para a absorcao de fundo;

» Ser o mais universal possivel.

Atualmente, sdo encontradas na literatura sugestdes de diversos
modificadores quimicos convencionais, sendo que o Pd € um dos
modificadores mais difundido, chegando a ser conhecido como “modificador
universal” (Tsalev et al., 2000).

Os modificadores quimicos permanentes, sao depositados na superficie
dos tubos de grafite como um revestimento artificial, ou seja, uma camada
metélica que pode ser formada pela pulveriza¢do catddica ou pela introducao
da solucdo modificadora dentro do tubo ou plataforma de L’vov, ou ainda, pela
impregnacdo do tubo ou plataforma com a solucdo modificadora, seguida de
um tratamento térmico do tubo (Welz & Sperling, 1999). Os modificadores
permanentes em potencial que podem ser usados sdo 0s metais nobres de alto
ponto de fusdo como os do grupo da platina (Ir, Pd, Pt, Rh, Ru) e os elementos
que formam carbetos (Mo, Nb, Re, Ta, Ti, V, W, Zr, Hf, B, Si), podendo ser
empregados individualmente ou combinados (Tsalev et al., 2000). Em relacéo a
modificacdo quimica convencional, a modificacdo quimica permanente

apresenta as seguintes vantagens (Welz & Sperling, 1999):

* Facil e rapida obtencdo da camada de modificador sobre a plataforma ou
paredes do forno de grafite;

* Aumenta a velocidade da analise, pois elimina o tempo de secagem do
modificador e a etapa de pipetagem do mesmo;
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* Ndo necessita ser um sal de elevada pureza, pois ocorre limpeza in situ
durante a obtencdo da camada, acarretando em um menor custo da analise;

» Atua como catalisador (para halogenetos, acidos, alcoois e outros sais) em
matrizes complexas permitindo a analise de algumas matrizes diretamente sem
nenhuma ou com minima digestao prévia;

* Geralmente, aumenta consideravelmente a vida util do forno;

* Permite que o GF AAS se transforme em um Digestor Analisador Sequencial.

A espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite foi usada
para determinar a concentracdo de chumbo em amostras de 26 marcas de
batons e 8 marcas de sombras disponiveis no comércio da Ardbia Saudita (Al-
Saleh et al., 2009). As amostras em estudo foram submetidas & um processo
de digestao &cida e as andlises realizadas empregando-se dihidrogeno fosfato
de aménio como modificar quimico em solucdo. As temperaturas de pirdlise e
atomizacao foram de 700 e 1800 °C, respectivamente. Os resultados indicaram
que as concentracdes de chumbo em batons e sombras estavam abaixo do
limite permitido como impureza pelo FDA (< 20,0 mg kg™) na maioria das
amostras analisadas (US FDA, 2002a).

Em um outro trabalho, Lavilla e colaboradores (2009) realizaram a
otimizacdo de métodos empregando emulsificacao assistida por ultrassom para
determinacdo de elementos traco (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mg, Ni e Zn) em
amostras de shampoos, condicionadores, géis de cabelo, cremes e 6leos para
o corpo, empregando diferentes técnicas de espectrometria atbmica. A técnica
de GF AAS foi empregada para avaliagdo de Cd, Cr e Ni nas amostras em
estudo, utilizando nitrato de paladdio como modificador quimico em solucéo e
temperaturas recomendadas pelo fabricante para as etapas de pirélise
atomizacgao e limpeza. Os resultados obtidos indicaram que todas as amostras
analisadas apresentavam uma concentracdo de Cd inferiore ao limite de
deteccdo (< 0,009 pg g). Podendo-se verificar a presenca de um maior teor de
Ni nas amostras de creme corporal e altas concentracoes de Cr nos shampoos
anti-caspas analisados. A técnica de GF AAS apresentou uma sensibilidade
adequada, permitindo a determinacao de metais a niveis de traco nas amostras
de cosméticos em estudo.
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1.5. Otimizagao Multivariada

O procedimento de otimizagdo mais comumente usado no
desenvolvimento de métodos analiticos € a otimizacdo univariada. Neste
procedimento, fixam-se todos os fatores que estdo sendo pesquisados em
certo nivel, menos um deles. Este ultimo é entdo variado até que se encontre a
melhor resposta, passando enté@o esta condi¢do a ser fixada e um novo fator €
estudado, sendo cada fator otimizado separadamente. O processo se repete
até que todos os fatores tenham sido avaliados para fornecer a melhor
resposta. Este tipo de otimizacdo oferece como principal vantagem a facil
interpretacdo de dados obtidos, principalmente por se tratar de graficos
bidimensionais, relacionando a resposta analitica com a varidvel que esta
sendo otimizada. Entretanto, as interacfes entre as variaveis ndo séo
consideradas durante o0s experimentos desenvolvidos e o numero de
experimentos aumenta consideravelmente com o aumento do numero de
fatores (Maltez, 2007).

Outro procedimento que vem sendo muito aplicado nos ultimos anos é o
de otimizacdo multivariada. Este tipo de otimizacdo permite a avaliacao
simultdnea do efeito de todas as varidveis selecionadas em um sistema, bem
como de suas interacdes. Ele apresenta como vantagens o menor tempo de
execucao, menor consumo de reagentes e um menor niumero de experimentos
requeridos quando comparado com a otimizacdo univariada. Uma das
principais desvantagens deste método é a dificil interpretac@o dos resultados
(Ferreira et al., 2002).

A otimizacdo multivariada pode ser realizada através do uso de
ferramentas quimiométricas. A quimiometria pode ser definida como a area da
quimica que usa métodos matematicos e estatisticos para planejar ou
selecionar condi¢cbes oOtimas para realizacdo de medidas e experimentos, bem
como extrair o maximo da informacdo quimica relevante com a andlise dos
dados. E uma ciéncia que relaciona medidas, feitas num sistema ou processo
quimico, ao estado do sistema, utilizando métodos matematicos e/ou
estatisticos (Dutra, 2005)

21



Em geral, a otimizacdo multivariada de métodos analiticos implica em
dois passos: primeiro, uma investigacdo preliminar, usando planejamento
fatorial, é realizada para saber quais os fatores tém influéncia significativa na
resposta analitica e, depois, uma funcdo matematica entre a resposta analitica
e os fatores significantes do processo deve ser obtida, e entdo os valores
otimos sao calculados. Para obtencdo da funcao resposta, planejamentos tais
como a metodologia de superficie de resposta podem ser aplicados (Ferreira et
al., 2004).

Véarios trabalhos, empregando otimizacdo multivariada dos
procedimentos de preparo de amostras e das variaveis do GF AAS , estdo
presentes na literatura. Amorim e colaboradores (2006) compararam
procedimentos de otimizacdo multivariada e univariada no estabelecimento das
condicbes de analise por GF AAS, para determinacdo de aluminio em
refrigerantes. Os resultados obtidos indicaram que as condigbes Otimas
estabelecidas por otimizagdo multivariada proporcionaram uma melhor
sensibilidade e um maior tempo de vida util do tubo de grafite, reduzindo os
custos das andlise. Procedimentos empregando otimizacdo multivariada
também foram aplicados na otimizagdo dos programas de aquecimento
visando a determinacdo de manganés em amostras de diesel e gasolina
(Brandao et al., 2008) e para determinacdo de chumbo e cadmio em urina por
GF AAS (Maranhéo et al., 2007)
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CAPITULO 2 — DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA
DETERMINACAO DE CHUMBO EM CABELOS E TINTURAS
CAPILARES EMPREGANDO AMOSTRAGEM EM SUSPENSAO E
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM FORNO DE
GRAFITE
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2.1. INTRODUCAO

O interesse sobre acumulagéo e toxicidade de metais tem crescido nos
altimos anos como conseqiéncia das exposicdes ocupacionais e ambientais,
ou dos disturbios causados por estes elementos (Shi et al., 2010).

O chumbo é um dos contaminantes mais comuns do ambiente, sendo
considerado como um elemento que possui efeitos toxicos sobre os homens e
animais, e sem nenhuma funcéo fisiolégica no organismo (Moreira & Moreira,
2004). Em criancas, a medida que aumenta o grau de contaminacéo, agravam-
se os sintomas de apatia, dores de cabeca, convulsGes, perda de audicéo,
dificuldade de aprendizagem, comportamento agressivo, retardamento mental,
dores abdominais e nas articulacfes, nefropatia e eventualmente morte (He et
al.,, 2009). Em adultos os sintomas relatados na literatura médica sao
hipertensédo, desordens no sistema nervoso, perda de memoria, irritabilidade,
dores de cabeca, encefalopatia, esterilidade, impoténcia, anemia e diminuicédo
da longevidade (Ahamed et al., 2007).

A introducdo de chumbo na cadeia alimentar ocorre principalmente
através do ar, poeira, agua, alimentos, bebidas e tinta. A fumaca de cigarro
também pode aumentar o total de chumbo absorvido pelo organismo por dia.
Alimentos tais como frutas, vegetais, carnes, graos, frutos do mar e vinhos
podem conter chumbo, originado de locais de cultivo contaminados ou da agua
empregada no processamento (Meyer et al., 2008). A intoxicacao pelo chumbo
também pode ser provocada pelo uso de determinados produtos cosméticos,
como algumas tinturas capilares que possuem acetato de chumbo em sua
composicao (Kirkland et al., 2005). Outras fontes também podem contribuir
para a introducdo de Pb no organismo, tais como brinquedos, impressao
colorida e agua de tubulagdo com solda de chumbo (Santos et al., 2004).

Neste contexto, a determinacdo de chumbo em amostras, como aguas,
alimentos, matrizes biologicas, cosmeéticos dentre outras é de grande
importancia e requer técnicas analiticas muito sensiveis, pois os teores de
chumbo em tais amostras, geralmente, estdo a niveis de traco (Olmedo et al.,
2010). Assim, além de instrumentacéo analitica confiavel, o preparo adequado

da amostra e uma calibracdo cuidadosa sao necessarias para a obtencao de
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resultados exatos. Procedimentos de preparo de amostra mais drasticos, tais
como calcinacdo ou decomposicao acida podem conduzir a perda do analito ou
contaminagao, causando erros nas determinagbes (Silva & Roldan, 2009).
Desta forma, sempre que possivel, deve-se optar por métodos que envolvam o
minimo pré-tratamento, de forma a se obter uma analise rapida e exata.

Uma alternativa interessante € a amostragem em forma de suspenséo
aliada a espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite, que permite
a simplificacdo do pré-tratamento da amostra, evita/minimiza contaminacao,
diminui consideravelmente a perda de analitos volateis, além de diminuir custos

e 0 uso de reagentes frequentemente perigosos (Brandao et al., 2010).

2.2. OBJETIVOS
Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo principal o desenvolvimento de métodos
para determinagdo de chumbo em amostras de cabelos e em amostras de
tinturas capilares, empregando amostragem em suspensao e determinagao por

espectrometria de absorcao atbmica com forno de grafite.

Objetivos Especificos

Otimizacgdo e validacdo dos métodos para determinacgéo direta de Pb em
amostras de cabelo e em amostras de tinturas liquidas, em p6 e em
creme por GF AAS.

= Comparacao do teor de Pb em amostras de cabelo de usuarios e nao-

usuarios de tintura capilar.

» Determinacdo da concentracdo de Pb em tinturas capilares liquidas, em

po e em creme de diferentes marcas e cores disponiveis ho mercado.

38



2.3. PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1. Reagentes e Solugdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico.
Para decomposicdo das amostras e preparo das suspensdes foram utilizados
acido nitrico 65% v v, peréxido de hidrogénio 30% m v* (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e 4gua deionizada (resistividade de 18,2 MQ cm™), obtida por num
sistema Direct-Q (Millipore, Billerica, MA, USA). Solucbes de referéncia de
chumbo foram preparadas em 5% v/v de acido nitrico por diluices da solucdo
estoque de 1000 mg L™, obtida a partir de uma ampola titrisol (Merck
Darmstadt, Alemanha).

Solucdes de 1000 mg L™ de iridio, niébio, tantalo, ruténio, rédio e
zirconio obtidas da Fluka ((Fluka, Buchs, Switzerland) foram utilizadas como
modificadores permanentes no tratamento dos tubos de grafite. Uma solucao
de paladio 1000 mg L™ obtida da Ultra Scientific (North Kingstown, RI, USA), foi

utilizada como modificador quimico em solucéo.

2.3.2. Instrumentacao

As andlises foram realizadas em um espectrometro de absorcdo atbmica
Perkin Elmer AAnalyst 400, equipado com forno de grafite (HGA 800), com
correcdo de fundo por lampada de deutério e amostrador automatico (AS-800)
(Perkin Elmer,Norwalk, CT, USA). Foi utilizada uma lampada de catodo-oco
para Pb da PerkinElmer, operando nas condicdes recomendadas pelo
fabricante (comprimento de onda de 283,3 nm, corrente de 10 mA e fenda de
2,7/1,05 nm). Todas as medidas foram baseadas em valores de absorbéancia
integrada. Tanto para as amostras como para os padrdes, o volume injetado no
tubo de grafite pelo pipetador automatico foi de 20 yL. Como gas de purga foi
usado argdnio de alta pureza (99,996% da White Martins, Belo Horizonte, MG,
Brasil). Tubos de grafite pirolitico com plataforma de L"Vov inserida
(PerkinElmer, cidade, pais) foram usados em todas as analises.

39



As amostras de cabelos foram moidas em um moinho criogénico (Spex
Sample Prep 6770, MA, USA) e as massas medidas em balanca analitica
Shimadzu, modelo AX 200 (Sao Paulo, Brasil).

As digestbes das amostras de tinturas foram realizadas em forno de
micro-ondas com cavidade modelo ETHOS 1 (Milestone, Sorisole, Italia) e uma
bomba de aquario foi utilizada para gerar um fluxo de ar e promover a

homogeneizagao das suspensdes.

2.3.3. Tratamento dos tubos de grafite

Tubos de grafite com plataformas de L'vov acopladas foram tratados,
independentemente, com 500 pg de cada modificador permanente (iridio,
nidbio, tantalo, ruténio, rédio e zirconio). Para tal propdsito, 50 pyL das solugdes
1000 mg L™ dos modificadores foram introduzidos pelo pipetador automatico
sobre a superficie da plataforma em 10 replicatas. Apds cada replicata, um
programa de aquecimento especifico para recobrimento com os modificadores
permanentes (Tabela 2.1) foi executado, de acordo com o proposto por Silva e
colaboradores (1999).

Tabela 2.1. Programa de temperatura do GF AAS utilizado para tratamento da

plataforma de L'vov com modificadores permanentes.

Etapa Temperatura ~ Rampa Permanéncia Fluxo de Ar
(°C) (s) (s) (mL min)
1 90 5 15 250
2 140 5 15 250
3 1000 10 10 250
4 2000 0 5 0
5 20 1 10 250
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2.3.4. Amostras

2.3.4.1. Amostras de cabelo

As amostras de cabelo foram cedidas por diferentes voluntarios,
usuarios e nao-usuarios de tintura capilar. No momento da coleta foi
preenchido um formulario com algumas informac¢des sobre os doadores: idade,
sexo, local de residéncia, profissdo, se fumante ou ndo, se usuario ou ndo de
tinturas capilares, tempo de uso de tinturas e qual tipo de tintura usada. O
modelo do formulario preenchido é apresentado no anexo I. As amostras
coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos limpos e secos.

Para avaliagdo da exatiddo foi utilizado um material de referéncia
certificado de cabelo humano (MRC 397), proveniente da Community Bureau
Reference - BCR.

2.3.4.2. Amostras de tinturas capilares

Amostras de tinturas capilares liquidas, em p6, e em creme de diferentes
marcas e cores foram adquiridas no comércio local. Foram adquiridas 9
amostras de tintura creme, 6 amostras de tintura liquida e 6 amostras de tintura

em po das marcas mais vendidas no pais.

2.3.5. Preparo das amostras

2.3.5.1. Amostras de cabelo

Para lavagem das amostras de cabelo foi empregado o método proposto
pelo Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA, 1987). Este método
consiste em lavar 0,5 g de cabelo sucessivamente: 1 vez com acetona, 3 vezes
com agua deionizada e 1 vez com acetona. Entre cada lavagem deixa-se o

cabelo recoberto com o solvente, a temperatura ambiente e sob agitagéo,
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decantando o liquido entre cada lavagem. Apos tal procedimento, as amostras
de cabelo foram envolvidas em papel filtro de grau cromatogréafico e a secagem
realizada a temperatura ambiente.

As amostras secas foram submetidas a moagem criogénica, de forma a
garantir um tamanho de particulas adequado e uma homogeneidade
satisfatoria para o preparo das suspensdes. O programa de moagem consistiu
de trés ciclos de trés etapas a velocidade de 15 cps (ciclos por segundo),
conforme indicado na Tabela 2.2. Apés a moagem, as amostras foram
peneiradas para que fosse obtido um tamanho de particula menor que 45 pum.
As amostras foram armazenadas em frascos de polietiieno secos e limpos,

posteriormente mantidos em local adequado.

Tabela 2.2. Programa de moagem criogénica utilizado para as amostras de cabelo.

Etapa Tempo (min)
Pré-congelamento 5,0
Moagem 2,0
recongelamento 2,0

Para o preparo das suspensdes, foram medidos cerca de 10,0 mg de
amostra de cabelo moido no préprio vial do amostrador automatico, com
posterior adicdo de 2,0 mL de diluente (HNO3; 2,5% v/v e H,0, 1,5% v/v). Para
manter a estabilidade e homogeneidade das suspensdes durante os
experimentos, foi utilizado um aerador de aquario, ligado a um capilar de

polietileno mergulhado no vial contendo a amostra.

42



2.3.5.2. Amostras de Tintura

Amostragem em Suspensao

As amostras de tintura foram submetidas a andlise direta, sem nenhuma
etapa de secagem ou moagem. As amostras liquidas foram diluidas em HNO3
2,5% v v!e H,0, 1,5% v v! na proporcéo de 1:1 v v. Para o preparo das
suspensdes das tinturas em po, 50 mg de amostra foram dissolvidos em 2,0
mL do diluente (HNO3; 2,5% v v*' e H,O, 1,5% v v'). Para as amostras de
tintura em creme 200 mg de amostra foram suspenso em 5,0 mL de HNO3
2,5% v v'e H,O, 1,5% v v'. As proporcdes de massa e volume usadas no
preparo das suspensdes foram estabelecidas de forma a se obter suspensfes
com caracteristicas satisfatorias para a realizacdo das analises por GF AAS. O
aerador de aquario, também foi usado para manter as suspensdes

homogéneas e estaveis.

Digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas

Cerca de 0,2 g das amostras de tintura foram medidos diretamente nos
frascos de digestdo, sendo posteriormente adicionados 5,0 mL de HNO3
concentrado. Apés 30 min, adicionou-se 1,0 mL de H,O, e 2,0 mL de agua
deionizada. Os frascos foram fechados e dispostos no forno de micro-ondas.
As amostras foram submetidas ao programa de aquecimento mostrado na
Tabela 2.3. Apds a etapa de resfriamento os digeridos foram transferidos
guantitativamente para frascos de polietileno graduados e o volume final foi

ajustado para 25,0 mL com 4gua deionizada.

Tabela 2.3. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas.

Etapa Tempo (min) Poténcia (W) Pressdo (bar) Temperatura(°C)
1 10 750 30 180
2 20 750 30 180
3* Overnight

* Etapa de Resfriamento
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2.3.6. Otimizacao das condi¢Oes para quantificacdo de Pb

O processo de otimizagcédo para determinagdo de Pb em amostras de
cabelo e tinturas capilares sera apresentado em linhas gerais e 0s niveis
estudados em cada caso serdo apresentados posteriormente no tépico
“Resultados e Discussao”.

As amostras utilizadas na otimizacdo dos métodos foram previamente
analisadas, de forma a se verificar se a concentracdo de Pb nestas amostras
era suficiente para se obter um sinal analitico adequado a otimizacdo. A
amostra de cabelo utilizada apresentou uma concentracdo satisfatoria do
analito e portanto ndo foi fortificada. JA& as amostras de tinturas foram
fortificadas de forma que a concentracéo final de Pb na suspenséo fosse de 20
ug L.

A primeira etapa da otimizacdo consistiu na escolha do modificador
permanente. Tubos de grafite com plataformas de L'Vov foram tratados com
diferentes modificadores conforme descrito no item 2.3.3. As suspensdes foram
analisadas utilizando os diferentes modificadores sob as condi¢des
recomendadas pelo fabricante para as etapas de pirélise, atomizacédo e limpeza
A partir destes resultados, foram escolhidos os modificadores que
apresentaram melhor sensibilidade, isto é, apresentaram maior intensidade
para o sinal de absorbancia integrada, melhor repetitividade e melhor correcéo
de fundo, para cada matriz.

Apos a selecdo do melhor modificador para cada matriz, este foi fixado e
um planejamento fatorial fracionario 2** foi montado para a triagem das
variaveis significativas na determinacdo de chumbo para as amostras de
cabelo e tinturas. As variaveis avaliadas foram o uso de modificador quimico
convencional (paladio), tempo de pirGlise e temperaturas de pirélise e
atomizacdo. Apos uma avaliacdo dos resultados, foi feito um planejamento
composto central empregando as variaveis significativas para cada matriz e
através das superficies de resposta obtidas foram determinadas as condi¢cdes
Otimas de analise para cada tipo de amostra. A metodologia de superficie de
resposta baseia-se na construcdo de modelos matematicos empiricos que

geralmente empregam funcgdes polinomiais, quadraticas ou de ordem superior,
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para descreverem o sistema estudado e, consequentemente, dao condi¢des de
explorar (modelar e deslocar) o sistema até atingir uma regido 6tima (maximo
ou minimo) da superficie de resposta investigada (Santos et al., 2008). Os
resultados obtidos foram tratados empregando-se o software Statistica 6.0
(Statsoft, 2001).

2.3.7. Validacdo do método analitico

Para garantir que um novo método analitico forneca resultados
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma
avaliacdo denominada validacdo (INMETRO, 2007). Neste trabalho foram
avaliados os parametros de desempenho correspondentes ao efeito de matriz,

linearidade, limite de deteccao, limite de quantificacdo, precisdo e exatidao.

2.3.7.1. Linearidade e Efeito de matriz

Para verificacdo da linearidade e do efeito de matriz dos métodos
propostos, preparou-se em triplicata uma curva de calibracdo no diluente
(HNO3 2,5% v v! e H,0, 1,5% v v'') nos niveis de concentracdo de 2,5; 5,0;
12,5; 25,0; e 50,0 ug Lt de chumbo. Curvas de calibracdo por ajuste de matriz
foram construidas em triplicata nos mesmos niveis de chumbo, empregando-se
amostras brancas das matrizes em estudo.

A linearidade foi avaliada por inspecdo visual da curva e pelos
coeficientes de correlagcdo obtidos por regressao linear para a faixa de
concentracéo estudada.

Para verificar se houve ou ndo efeito de matriz as inclinacdes e
intersecdes obtidas para as curvas por padrdes externos foram comparadas
com aquelas estimadas para as curvas por ajuste de matriz, mediante

aplicacédo do teste F e teste t de Student ao nivel de 95% de confianca.
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2.3.7.2. Limites de deteccao e quantificacéo

Quando sdo realizadas medidas em amostras com baixas
concentracdes do analito, como por exemplo, determinacdo de contaminantes
em matrizes diversas, € importante saber qual a menor concentracdo do analito
que pode ser determinada pelo método (INMETRO, 2007). O limite de
deteccdo corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser
detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato. Ja
o limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser quantificada com exatidao e precisao (Langas, 2004).

Os limites de deteccédo e de quantificacao foram determinados a partir da
analise de 10 replicatas independentes do branco da amostra. O limite de

deteccao foi calculado pela equacéo 3.1:
LD =X +3s (Eq. 2.1)

onde, X é a média das 10 replicatas do branco e s é o desvio padrdo das 10
replicatas (INMETRO, 2011). J& o limite de quantificacdo foi calculado pela
equacgao 2.2:

LD = X +10s (Eq. 2.2)

2.3.7.3. Precisao

A precisdo é o grau de concordancia mutua entre os resultados que
foram obtidos a partir de um método numa série de medidas. A precisédo
determinada sob as mesmas condi¢cdes de medicdo: mesmo procedimento,
mesmo analista, mesmo instrumento usado, e em um curto intervalo de tempo
€ denominada precisdo intra-ensaio ou repetitividade. Ja a preciséo
intermediaria indica o efeito de variagdes dentro do mesmo laboratério, devido
a diferentes eventos como diferentes dias, equipamentos ou analistas. O

objetivo da validacdo da precisdo intermediaria € verificar que na rotina do
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laboratorio o método fornecera resultados estatisticamente iguais ou dentro de
uma variacao aceitavel para a aplicacdo que se pretende (RIBANI et al., 2004).

A precisdo do método proposto foi avaliada, em termos de repetitividade
e precisao intermediaria, com amostras brancas de cabelo e tinturas capilares,
fortificadas com o analito nas seguintes concentragées: 2, 10 e 20 ug L™ (n =
7). Os resultados obtidos foram expressos em termos de coeficientes de
variacéo (CV,%).

Para a avaliacdo da precisdo intermediaria as amostras foram
analisadas pelo mesmo analista, no mesmo equipamento, sob as mesmas

condi¢des de uso, em diferentes dias (1 dia, 1 semana e 1 més).

2.3.7.4. Veracidade

A veracidade representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro (VIM, 2003). A avaliacao da veracidade de um método
pode ser efetuada por meio do uso de materiais de referéncia, testes
interlaboratoriais, comparacdo de métodos e ensaios de adicdo e recuperacao.

No método proposto para determinacdo de chumbo em amostras de
cabelo a veracidade foi determinada pela analise de material de referéncia
certificado (MRC 397) de cabelo humano. Para tal propdsito, foram medidos
10,0 mg de material, no préprio vial do amostrador automatico, com posterior
adicdo de 2,0 mL de diluente (HNO3 2,5% v v*'e H,O, 1,5% v v''). As anélises
foram realizadas em triplicata, sob as condicbes analiticas previamente
otimizadas.

J& para o método otimizado para determinacdo de chumbo em tinturas
capilares empregando amostragem em suspensdo e GF AAS, néo foi possivel
utilizar materiais de referéncia certificados, pois estes ndo se encontram
disponiveis comercialmente. Por isso, a veracidade foi avaliada por ensaios de
adicao e recuperacéo e por comparacao do método proposto com um método
de referéncia. Visando a comparacdo entre métodos, os resultados obtidos

empregando amostragem em suspensao foram comparados com os resultados
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obtidos empregando digestdo por micro-ondas para as amostras de tinturas,

conforme procedimento descrito no item 2.3.5.2.

2.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

2.4.1. Otimizacao das condicdes para quantificacdo do Pb

Para escolha do melhor modificador permanente, as andlises foram
realizadas em triplicata empregando-se o programa de temperatura

recomendado pelo fabricante (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Programa de temperatura do forno de grafite usado na otimizacdo do

método para determinacdo de Pb em cabelo e tinturas capilares.

Etapa Temperatura Rampa Permanéncia  Fluxo de argbnio
(°C) (s) (s) (mL min™)
Secagem 100 5 20 250
Secagem 140 15 15 250
Pirdlise 700 10 20 250
Atomizacao 1800 0 5 0

Limpeza 2600 1 5 250
Resfriamento 30 1 10 250

Os resultados obtidos para os diferentes modificadores permanentes
avaliados para a determinacdo de Pb em cabelos sdo apresentados na Tabela
2.5. Como pode ser observado, maior intensidade para o sinal de absorbancia,
melhor repetitividade e correcdo de fundo adequada foram obtidos com o uso
de nidbio. A Figura 2.1 mostra o perfil do sinal analitico obtido com o uso desse
modificador, o qual se apresentou simétrico e com rapido retorno a linha base.
Apesar do sinal analitico ter sido maior em altura de pico, optou-se por
trabalhar com area de pico (que minimiza o efeito das variagdes cinéticas no

processo de atomizacgéo), trabalhando-se assim nas condicdes STPF
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(Stabilized Temperature Platform Furnace), que asseguram uma condicao
analitica adequada, permitindo obter métodos mais sensiveis e com minima

interferéncia utilizando a GF AAS (Koirtyohann & Kaiser, 1982).

Tabela 2.5. Absorbancias obtidas utilizando modificadores permanentes na

determinacgdo de Pb em cabelo por GF AAS.

Modificador Absorbancia Integrada Absorbancia de Fundo
Permanente (n=3)

Sem modificador 0,03+0,01 0,052
Zircdnio 0,038 + 0,009 0,069
Raodio 0,063 + 0,005 0,044
Ruténio 0,04 £ 0,01 0,048
Niobio 0,069 = 0,003 0,039
Tantalo 0,04 £ 0,01 0,036
Iridio 0,03 +0,01 0,038
Titanio 0,023 + 0,008 0,059

Pb 283.31

0.150

Absorbance

0.000

0.0 j Time (sec) j j 5.0
Pk Ht- AA:0.14564 A BG:0.0345 A
Pk Area - AA: 0.0684 A-s BG: 0.0386 A-s

Figura 2.1. Perfil do sinal analitico obtido utilizando Nb como modificador permanente

na determinacdo de Pb em cabelo por GF AAS.

Ja para as analises das suspensdes de tinturas liquidas, em p6 e em

creme, o rodio apresentou um melhor desempenho como modificador
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permanente, seguido pelo nidbio como pode ser verificado nas Tabelas 2.6 a
2.8 e Figura 2.2. Trabalhos da literatura relatam o uso de rédio como
modificador permanente na determinagdo de chumbo em outras matrizes, por
espectrometria de absorcédo atbmica em forno de grafite. Zhou e colaboradores
(2002) utilizaram o modificador na determinacdo de chumbo em sangue.
Chumbo também foi determinado em amostras biolégicas (Lima et al., 1999) e
em amostras de cachaca (Ajtony et al., 2005) utilizando Rh como modificador

permanente.

Tabela 2.6. Absorbancias obtidas utilizando modificadores permanentes na

determinagdo de Pb em tintura liquida por GF AAS.

Modificador Absorbancia Integrada* Absorbancia de Fundo
Permanente (n=3)

Sem modificador 0,18 £+ 0,01 0,105
Zirconio 0,13+ 0,02 0,102
Raodio 0,195 + 0,009 0,095
Ruténio 0,180 + 0,008 0,098
Niébio 0,19+ 0,01 0,094
Téantalo 0,142 + 0,003 0,128
Titanio 0,16 + 0,01 0,111
Iridio 0,159 + 0,005 0,098

* Suspensdo fortificada com 20 ug L™ de Pb

50



Tabela 2.7. Absorbancias obtidas utilizando modificadores permanentes na

determinag&o de Pb em tintura em po por GF AAS.

Modificador Absorbancia Integrada*  Absorbancia de Fundo
Permanente (n=3)

Sem modificador 0,20 + 0,01 0,091
Zirconio 0,167 + 0,009 0,085
Raodio 0,23 +0,01 0,079
Ruténio 0,18 £ 0,01 0,101
Niébio 0,209 + 0,005 0,082
Téantalo 0,192 + 0,009 0,096
Titanio 0,18 £ 0,01 0,083
Iridio 0,11+0,01 0,100

* Suspensao fortificada com 20 pg L™ de Pb

Tabela 2.8. Absorbancias obtidas, utiizando modificadores permanentes na

determinag&o de Pb em tintura creme por GF AAS.

Modificador Absorbancia Integrada* Absorbéancia de
Permanente (n=3) Fundo
Sem modificador 0,225 + 0,009 0,053
Zirconio 0,21 +£0,01 0,042
Raodio 0,246 + 0,005 0,007
Ruténio 0,236 + 0,006 0,067
Niébio 0,241 + 0,007 0,033
Téantalo 0,20 £ 0,01 0,044
Titanio 0,18 £ 0,02 0,052
Iridio 0,21 +0,01 0,045

* Suspensao fortificada com 20 pg L™ de Pb
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IPb 28331

0.270

Absorbance

0.000,

Time {sec) ' ' 50

Fb 28331

0.370

Absorbance

0.000,

00 '
Pk Ht-AAZ 02687 A BG:0.1077A

00
Pk Ht-AAZ 03616 A BG 0.1132A
Pk Area - AA: 0.2816 A-5 BG: 0.0789 A5

Time (sec) 5.0

46 Acg

Pb 283.31

0.340

Absorbance

0.000,

00 '
Pk Ht-AA 03327 A BG:0.1902A
Pk Area - AA: 0.2461 As BG:-0.0066 A-s

Time (sec)

Figura 2.2. Perfis dos sinais analiticos obtidos utilizando Rh como modificador

permanente na determinacdo de Pb em tintura liquida (A), p6 (B) e creme (C) por GF

AAS.

A Tabela 2.9 apresenta o programa de temperatura usado no GF AAS

durante a etapa de otimizacdo dos métodos propostos para determinacao de

chumbo em amostras de cabelo e tinturas capilares. As letras a, b, c,

representam as variaveis avaliadas, sendo correspontes a temperatura de

pirdlise, temperatura de atomizacao e tempo de pirélise, respectivamente.

Tabela 2.9. Programa de temperatura do forno de grafite usado na otimizacdo do

método para determinagdo de Pb em amostras de cabelo e tinturas capilares.

Etapas Temperatura Rampa Permanéncia Fluxo de argdnio
(°C) (s) (s) (mL min™)
Secagem 100 5 20 250
Secagem 140 15 15 250
Pirdlise a 10 c 250
Atomizacao b 0 5 0
Limpeza 2600 5 250
Resfriamento 20 1 10 250

abey/ariaveis otimizadas.
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Um planejamento fatorial fracionario 2** foi empregado para avaliar os
efeitos das varidveis sob a determinacdo de chumbo em cabelo. Foram
avaliados tempos de pirdlise de 10 e 20 s; temperaturas de pirolise de 750 e
1250 °C; temperaturas de atomizacéo de 1600 e 2000 °C e o uso de 2 pL de
paladio como modificador quimico em solucdo (Tabela 2.10). Niébio foi
utilizado como modificador permanente em todo este estudo de otimizagao. Na
tabela 2.10, os valores de absorbéancia integrada indicados correspondem a

meédia das leituras feitas em triplicata.

Tabela 2.10. Matriz de planejamento fatorial fracionario e absorbéancias obtidas para
otimizacdo das variaveis para analise de Pb em cabelo empregando amostragem em
suspensdo e GF AAS.

Exp Temperatura Temperatura  Tempode Modificador  Absorbancia

de pirdlise de atomizacdo pirdlise (s) quimico (Pd) integrada
(°C) (°C) (n=3)
1 750 2000 10 com 0,079 + 0,001
2 750 2000 20 sem 0,074 + 0,001
3 750 1600 10 sem 0,020 + 0,009
4 750 1600 20 com 0,064 + 0,002
5 1250 2000 10 sem 0,075 + 0,001
6 1250 2000 20 com 0,021 + 0,001
7 1250 1600 10 com 0,028 + 0,004
8 1250 1600 20 sem 0,024 + 0,003

No gréafico de Pareto obtido para chumbo em cabelo (Figura 2.3) pode-
se observar que as variaveis correspondentes as temperaturas de pirélise e
atomizacdo e uso de modificador quimico em solugdo, juntamente com a
interacdo entre temperatura e tempo de pirdlise, apresentaram efeito
significativo na absorbancia, ao nivel de 95% de confianca. O valor negativo (-
41,97) para o efeito da temperatura de pirdlise indica que o valor de
absorvancia integrada aumenta em temperaturas de pirélise mais baixas.
Temperaturas elevadas podem resultar na volatilizagdo do Pb durante a etapa
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de pirélise, reduzindo assim o sinal analitico. O valor positivo da temperatura
de atomizacao (6,32) indica que quando se passa do nivel minimo para o nivel
méaximo deste fator ocorre um aumento na resposta analitica. O efeito positivo
para o uso do modificador indica que a adicdo do modificador quimico Pd
juntamente com a amostra melhora a sensibilidade do método e por isso, esse
modificador sera mantido nos proximos estudos. O tempo de pirdlise no
intervalo estudado néo foi estatisticamente significativo, sendo estabelecido um

tempo de 10 segundos para os estudos posteriores.

(1)TP(°Q) -41.9773

(4)Modificador 8.290191

6.316336

(2TA (°0)

-4.60566

1lby3

3.158168

lby4

1by2 2.500216

@), s -1789542

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 2.3. Gréfico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial fracionario para

determinacédo de Pb em cabelo.

Analisando os resultados do planejamento fatorial fracionéario, observa-
se que as temperaturas de pir6lise e atomizacdo necessitavam de uma
otimizagdo final. Assim um planejamento composto central (CCD) foi
empregado, para a se obter um melhor ajuste destas variaveis. Nesse estudo
foi utilizado nidbio como modificador permanente, paladio como modificador
quimico em solugdo e um tempo de pirélise de 10 segundos. A Tabela 2.11
apresenta a matriz dos experimentos realizados.

A partir dos resultados dos experimentos da matriz do planejamento

composto central foi gerada uma superficie de resposta e uma superficie de
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contorno (Figura 2.4), descritas pela equacdo quadratica (2.3). As melhores
temperaturas de pirdlise e de atomizacdo correspondem ao ponto de maximo
da superficie, sendo iguais a 760 e 1760 °C, respectivamente. As temperaturas
de pirGlise e atomizacdo estabelecidas por Baysal & Akman (2010), pelo
meétodo de otimizacdo univariada, para determinacdo de chumbo em amostras
de cabelo por GF AAS, foram de 800 °C para a etapa de pirdlise e de 1800 °C
para a etapa de atomizacdo, valores considerados proximos aos valores

determinados pelo método proposto.

Tabela 2.11. Matriz de experimentos do CCD para otimizagdo do método para

determinacdo de Pb em cabelo empregando amostragem em suspensao e GF AAS.

Exp. Temperatura de  Temperatura de Absorbancia
Pirdlise (°C) Atomizacéao (°C) Integrada (n=3)
1 600 1600 0,070 + 0,005
2 600 2000 0,068 + 0,003
3 1000 1600 0,053 + 0,006
4 1000 2000 0,055 + 0,003
5 517 1800 0,066 + 0,002
6 1083 1800 0,076 + 0,001
7 800 1517 0,069 <+ 0,002
8 800 2083 0,061 + 0,003
9 800 1800 0,077 + 0,002
10 800 1800 0,078 + 0,001
11 800 1800 0,079 + 0,003

Abs = 0,60546 + 0,00015*TP — 1,28125"*TP? + 0,00070*TA + 2,03125"*TA? +
2,50000*10°*TP*TA Eq. (2.3)
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Figura 2.4. Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) obtidas na
otimizagdo final das temperaturas de pirdlise (TP) e atomizagdo (TA), para
determinagéo de Pb em cabelo por GF AAS.

As condi¢des oOtimas de andlises estabelecidas para determinacédo de
chumbo em cabelo empregando amostragem em suspensdo e GF AAS sao

apresentadas na Tabela 2.12.

Tabela 2.12. Condi¢cdes 6timas de andlise para determinacdo de Pb em cabelo

empregando amostragem em suspensao e GF AAS.

Variavel Otimizada Condicao 6tima
Modificador Permanente Nb
Modificador Quimico Pd
Tempo de Pirdlise 10s
Temperatura de Pirélise 760 °C
Temperatura de Atomizacéo 1780 °C

O uso de um planejamento fatorial fracionario 2*' foi também
empregado para avaliar os efeitos das variaveis sob a determinagédo de
chumbo em tinturas capilares liquidas, em p6 e em creme (Tabelas 2.13 a
2.15). Para realizagdo de tais estudos, as amostras de tinturas nao foram
fortificadas, como feito para a escolha do modificador. Esse procedimento foi

adotado, por que mesmo com 0 uso das mesmas amostras utilizadas na etapa
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anterior, foi constatado que estas apresentavam uma resposta analitica
satisfatoria para tal propésito. Tempos de pirélise de 10 e 20 s, temperaturas
de pirélise de 750 e 1250 °C; temperaturas de atomizac&o de 1600 e 2000 °C e
0 uso de paladio como modificador quimico em solugdo foram as variaveis
avaliadas. Rodio foi utilizado em todos os experimentos como modificador

permanente.

Tabela 2.13. Matriz de planejamento fatorial fracionario e absorbancias obtidas para
otimizacdo das variaveis para analise de Pb em tintura capilar liquida empregando

amostragem em suspensao e GF AAS.

Exp. Temperatura  Temperatura Tempo de Modificador ~ Absorbancia

de pirélise  de atomizacdo  pirdlise (s) quimico (Pd) integrada
(°C) (°C) (n=3)
1 750 2000 10 com 0,174 + 0,004
2 750 2000 20 sem 0,125 + 0,001
3 750 1600 10 sem 0,062 + 0,001
4 750 1600 20 com 0,148 + 0,003
5 1250 2000 10 sem 0,160 = 0,002
6 1250 2000 20 com 0,063 + 0,002
7 1250 1600 10 com 0,065 = 0,001
8 1250 1600 20 sem 0,064 + 0,006
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Tabela 2.14. Matriz de planejamento fatorial e absorbéncias obtidas para otimizacao
das variaveis para analise de Pb em tintura capilar em p6 empregando amostragem

em suspenséo e GF AAS.

Exp. Temperatura Temperatura Tempo de Modificador ~ Absorbancia
de pirdlise de atomizacdo  pirdlise (s)  quimico (Pd) integrada
(°C) (°C) (n=3)
1 750 2000 10 com 0,135 £ 0,002
2 750 2000 20 sem 0,065 £ 0,003
3 750 1600 10 sem 0,085 £ 0,003
4 750 1600 20 com 0,103 £ 0,006
5 1250 2000 10 sem 0,013 + 0,001
6 1250 2000 20 com 0,015 + 0,001
7 1250 1600 10 com 0,010 + 0,001
8 1250 1600 20 sem 0,003 + 0,001

Tabela 2.15. Matriz de planejamento fatorial e absorbéncias obtidas para otimizacao
das variaveis para andlise de Pb em tintura capilar creme, empregando amostragem

em suspensédo e GFAAS.

Exp. Temperatura Temperatura  Tempo de  Modificador  Absorbancia
de pirdlise de atomizacdo pirdlise (s) quimico (Pd) integrada
(°C) (°C) (n=3)
1 750 2000 10 com 0,118 + 0,004
2 750 2000 20 sem 0,113 + 0,005
3 1250 1600 20 sem 0,012 + 0,001
4 750 1600 10 sem 0,093 + 0,002
5 750 1600 20 com 0,115 + 0,003
6 1250 2000 10 sem 0,020 = 0,007
7 1250 2000 20 com 0,026 + 0,001
8 1250 1600 10 com 0,022 + 0,003

Por meio dos gréaficos de Pareto obtidos para as tinturas liquida e em poé
(Figuras 2.5 e 2.6), observa-se que os efeitos do uso de modificador quimico,

temperatura e tempo de pirolise e suas interacdes, juntamente com a interacéo
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entre temperatura de pirdlise e atomizacdo, foram significativos ao nivel de
95% de confianca. Os gréficos de Pareto indicam também que a reducdo da
temperatura de pirdlise produz um aumento no valor da resposta analitica,
tanto para as amostras liquidas quanto para as amostras em po. Quanto ao
tempo de pirdlise, seu aumento produz uma diminuicdo da resposta analitica
para tinturas liquidas e em p6. A temperatura de atomizagcdo ndo apresentou
um efeito significativo, ao contrario do uso de Pd como modificador, que
possibilitou um aumento da resposta analitica, para ambas as amostras.
Portanto, uma temperatura de atomizacédo de 1800 °C e Pd como modificador
quimico, foram empregados ao longo dos estudos posteriores.

Com relacdo ao planejamento fatorial empregado para tintura creme,
observa-se através do grafico (Figura 2.7), que foram significativos os efeitos
das variaveis correspondentes ao uso de modificador quimico, temperaturas de
pirélise e atomizacdo e a interacdo entre temperatura e tempo de pirdlise.
Pode-se verificar que o aumento da temperatura de atomizagdo, a diminuigéo
da temperatura de pirélise e o uso de Pd como modificador, proporcionam um

aumento da absorbancia integrada.

(1)TP (°C) -52.0904

(4)Modificador 20.44409

1by4 -16.8034

@)t,s -12.0424

1lby2 -3.64073

2)TA (°C) 140028
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Figura 2.5. Gréafico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial (2**) para

determinag&o de Pb em tintura liquida.
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-17.6674
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p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 2.6. Gréafico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial (2*') para

determinag&o de Pb em tintura em po.
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Figura 2.7. Gréfico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial (2**') para
determinacdo de Pb em tintura creme.
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Com o objetivo de alcancar as condi¢cdes 6timas para determinagéao de
chumbo em tinturas capilares pelo método proposto foi empregado o
planejamento composto central para as matrizes de tinturas liquidas, em po e
em creme. Sendo utilizado 2,0 uL de paladio como modificador quimico em
solucdo e rédio como modificador permanente, nas analises de ambas as
matrizes.

Para as tinturas em po e liquida a temperatura de atomizacao foi fixada
em 1800 °C e um planejamento composto central (CCD) foi utilizado, de forma
a se obter um melhor ajuste das variaveis correspondentes a temperatura e

tempo de pirdlise (Tabelas 2.16 e 12.17).

Tabela 2.16. Matriz de experimentos e absorbancias obtidas do planejamento
composto central (CCD) para otimizag&o das variaveis significativas na analise de Pb

em tintura liquida empregando amostragem em suspenséo e GFAAS.

Exp. Temperatura de Tempo de Absorbancia
Pirdlise (°C) Pirdlise (s) Integrada (n=3)
1 600 10 0,167 + 0,004
2 600 30 0,163 + 0,005
3 1000 10 0,175 + 0,002
4 1000 30 0,166 + 0,005
5 517 20 0,165 + 0,001
6 1083 20 0,148 + 0,006
7 800 6 0,169 + 0,002
8 800 34 0,182 + 0,003
9 800 20 0,189 + 0,002
10 800 20 0,188 + 0,003
11 800 20 0,187 + 0,002
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Tabela 2.17. Matriz de experimentos e absorbancias obtidas do planejamento
composto central (CCD) para otimiza¢éo das variaveis significativas na analise de Pb
em tintura em pé empregando amostragem em suspensao e GFAAS.

Exp. Temperatura de Tempo de Pirdlise Absorbancia
Pirdlise (°C) (s) Integrada (n=3)
1 600 10 0,095 + 0,003
2 600 30 0,093 + 0,003
3 1000 10 0,075 + 0,002
4 1000 30 0,060 + 0,003
5 517 20 0,108 + 0,005
6 1083 20 0,041 + 0,006
7 800 6 0,121 + 0,002
8 800 34 0,129 + 0,001
9 800 20 0,139 + 0,002
10 800 20 0,139 + 0,001
11 800 20 0,141 + 0,003

Através das superficies de resposta e de contorno obtidas para as
tinturas liquidas e em p6 (Figuras 2.8 e 2.9, respectivamente) um tempo de
pirélise ideal foi estabelecido em 20 segundos para ambas as matrizes e as
temperaturas de pirdlise fixadas em 790 °C para tintura liquida e 750 °C para
tintura em po. As superficies geradas sao descritas pelas equacles

quadraticas 2.4 e 2. 5.
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Figura 2.8. Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) obtidas na

otimizacdo final da temperatura de pirdlise (TP) e tempo de pirdlise (t), para
determinagéo de Pb em tintura liquida por GF AAS.

Abs= -0,0851 + 0,00061*TP — 3,8281*10'TP? + 0,0029*t — 5,8125*10°t*> -
6,2500*10 ' TP*t (Eq. 2.4)
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Figura 2.9. Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) obtidas na

800 700

otimizacdo final da temperatura de pirdlise (TP) e tempo de pirélise (t), para
determinagéo de Pb em tintura em po6 por GF AAS.

Abs = 0,4503 + 0,0014*TP — 9,2396*10 *TP? +0,0059*t — 0,0002*t* —
1,6667*10 *TP*t Eq. (2.5)
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Para tintura creme, o tempo de pirdlise foi fixado em 10 segundos e um
planejamento composto central foi empregado para determinacdo das
temperaturas étimas de pirélise e atomizagdo (Tabela 2.18).

Tabela 2.18. Matriz de experimentos e absorbancias obtidas no planejamento
composto central (CCD) para otimizacdo das variaveis significativas na analise de Pb

em tintura creme empregando amostragem em suspensédo e GF AAS.

Exp. Temperatura de  Temperatura de Absorbancia
Pirdlise (°C) Atomizacdao (°C) Integrada (n=3)
1 600 1600 0,105 + 0,005
2 600 2000 0,103 + 0,003
3 1000 1600 0,090 + 0,006
4 1000 2000 0,070 + 0,003
5 517 1800 0,120 + 0,002
6 1083 1800 0,050 + 0,001
7 800 1517 0,130 + 0,002
8 800 2083 0,140 <+ 0,003
9 800 1800 0,150 <+ 0,002
10 800 1800 0,151 + 0,001
11 800 1800 0,153 + 0,003

Uma superficie de resposta e uma superficie de contorno (Figura 2.10),
foram geradas a partir dos resultados dos experimentos da matriz do
planejamento composto central, sendo descritas pela equacéo quadrética (2.6).
A analise das superficies indicou que as temperaturas ideais foram de 745 °C

para a etapa de pirélise e 1800 °C para a etapa de atomizacéo.
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Figura 2.10. Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) obtidas na

otimizacdo final das temperaturas de pirdlise (TP) e atomizacdo (TA), para
determinag&o de Pb em tintura creme por GF AAS.

Abs = 0,2788 + 0,0193*TP — 1,2799*10>TP? +0,0237*TA — 6,5687*10%*TA? —
1,0833*10 *TP*TA Eqg. (2.6)

As condigbes de analise otimizadas para as amostras de tinturas
capilares liquidas, em p6 e em creme sdo apresentadas na Tabela 2.19. As
temperaturas de pirélise e atomizacao estabelecidas para as tinturas liquidas,
em p6é e em creme foram bem préximas aquelas estabelecidas para
determinacdo de chumbo em cabelo, pelo método em desenvolvimento, as
quais foram de 760 °C para a etapa de pirdlise e de 1780 °C para a etapa de

atomizacao.

Tabela 2.19. CondigBes Otimas de andlise para determinagcdo de Pb em tinturas

capilares empregando amostragem em suspensao e GF AAS.

Variavel Otimizada Tintura Liquida Tintura em P6 Tintura Creme
Modificador Permanente Rh Rh Rh
Modificador Quimico Pd Pd Pd
Tempo de Pirdlise 20s 20s 10s
Temperatura de Pirolise 790 °C 750 °C 745 °C
Temperatura de AtomizaGao 1800 °C 1800 °C 1800 °C
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2.4.2. Validagdo dos métodos desenvolvidos

2.4.2.1. Linearidade e Efeito de matriz

A linearidade dos métodos propostos para determinacao de chumbo em
cabelo e tintura foi avaliada na faixa de 0,0 a 50,0 pug L™, uma vez que é a faixa
que se pretende trabalhar. As curvas de calibracdo por padrées externos e por
ajuste de matriz, para as matrizes em estudo, apresentaram uma linearidade
satisfatoria na faixa de trabalho escolhida, com coeficiente de determinacgéo
(R?) superior a 0,99 ( Tabela 2.20).

Tabela 2.20. Equacdes das retas de regressdo linear e coeficiente de determinacéo (R?)
das curvas de calibragdo empregando calibragdo aquosa e por ajuste de matriz para as

amostras de cabelo e tinturas capilares.

Amostra Curva Aquosa R? Ajuste de Matriz R?

Cabelo y=0,0068x + 0,0072  0,9991 y=0,0069x + 0,0096 0,9990
Tintura Liquida y=0,0078x + 0,0076  0,9991 y=0,0079x + 0,0119 0,9987
Tinturaem P6  y=0,0080x + 0,0093  0,9968 y=0,0083x + 0,0118 0,9984
Tintura Creme  y=0,0078x + 0,0053  0,9989 y=0,0080x +0,0093 0,9992

O efeito de matriz foi avaliado por meio da comparacao das inclinacdes
e dos interceptos obtidos para as curvas de calibracdo por padrbes externos
com aqueles obtidos para as curvas construidas por ajuste de matriz para as
amostras de cabelo e tinturas. A Figura 2.11 mostra a comparacdo entre as
duas curvas de calibracdo. No estudo do efeito de matriz, aplicou-se o teste F
(Snedecor) de homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de

comparacao de médias (Tabela 2.21).
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Figura 2.11. Curvas de calibracdo em meio aquoso e por ajuste de matriz, para

determinagéo de Pb em cabelo e tinturas por GF AAS.

Tabela 2.21. Valores dos parametros t e F para as curvas analiticas obtidas no estudo

do efeito de matriz.

Amostra

I:calculado

ta (Inclinacéo)

t, (Intercepto)

Cabelo
Tintura Liquida
Tintura em P6

Tintura Creme

1,06 (Feriico =2,46)
1,93 (Feriico =2,55)
1,31 (Feritico =2,51)
1,25 (Feriico =2,35)

1,27 (teritico = 2,04)
1,88 (teritico = 2,04)
1,89 (teritico = 2,04)
1,96 (teritico = 2,04)

1,20 (teritico = 2,04)
1,63 (teritico = 2,04)
1,07 (teritico = 2,04)
1,91 (teritico = 2,04)

Os valores dos parametros t e F calculados indicaram que ndo houve
diferenca significativa entre as inclinagbes das curvas de calibragdo obtidas,
por calibracdo em HNO3 2,5% v/v e H,O, 1,5% v/v e por ajuste de matriz, ao
nivel de confianca de 95%. Assim, curvas de calibragdo em HNO3; 2,5% v/v e
H.O, 1,5% v/v foram empregadas para determinacéo de Pb nas amostras de
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cabelo e tinturas capilares. O fato de ndo se observar efeito de matriz indica
que a etapa de pirdlise foi eficiente para eliminacdo da matriz, possibilitando
assim a calibracéo por padrbes externos.

2.4.2.2. Limites de deteccao e quantificacéo

Para determinacao dos limites de deteccdo e quantificacdo 10 brancos
analiticos independentes foram analisados pelo método proposto, sob as
condicbes Otimas de analise, previamente estabelecidas. Os limites de
deteccado (LD) e quantificacao (LQ) foram determinados como descrito no item
2.3.7.3. e os valores obtidos sao apresentados na Tabela 2.22.

Tabela 2.22. Limites de detecgdo e quantificagdo para as amostras de cabelo e

tinturas capilares obtidos pelos métodos otimizados.

Amostra Limite de Deteccéo Limite de Quantificagéo

Cabelo 5,13 ug kg™ 17,1 ug kg™
Tintura liquida 0,33 ug L™ 1,11 pg L™
Tintura em P6 13,3 pg kg™ 44,3 pg kg™
Tintura Creme 8,32 ug kg™ 27,7 ug kg™

Em um estudo realizado por Bermejo-Barrera e colaboradores (1996)
para determinagcdo do teor de chumbo em amostras de cabelo empregando
amostragem em suspensdo e GF AAS, os limites de deteccdo e quantificacédo
foram da ordem de 270 e 970 pg kg™, respectivamente, sendo bem maiores
que os valores estabelecidos pelo método proposto. Com relacédo aos limites
de deteccédo e quantificacdo para as amostras de tintura, pode-se constatar que
os valores foram bem inferiores & 20 mg kg™, valor estabelecido pelas
legislagBes vigentes como limite maximo de chumbo em corantes usados na
composicao de tinturas (ANVISA, 2000; US FDA, 2002a).
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A detectabilidade dos métodos foi também avaliada pelos valores
obtidos para a massa caracteristica (mp), que corresponde a quantidade de
analito capaz de absorver 1% da radiagao incidente (absorbancia integrada =
0,0044) (Tabela 2.23). A massa caracteristica determinada para cada método
foi bem proxima ao valor recomendado (9,0 pg), conferindo uma sensibilidade

adequada aos métodos propostos.

Tabela 2.23. Massas caracterisiticas para as determinacdes de chumbo nas amostras

de cabelo e tinturas capilares.

Amostra Massa caracteristica (mo) (pg)
Cabelo 8,55

Tintura liquida 8,30

Tintura em P6 11,0

Tintura Creme 10,1

2.4.2.3. Precisao

A precisdo do método proposto em termos de repetitividade e precisdo
intermediaria foi expressa por coeficientes de variacdo.(Tabela 2.24). Para
determinacao da precisao intermediaria, 7 replicatas de cada matriz fortificadas
em trés niveis de concentracdo, foram analisadas pelo mesmo analista, no
mesmo equipamento, sob as mesmas condi¢des de uso, em diferentes dias (1

dia, 1 semana e 1 més).
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Tabela 2.24. Repetitividade e precisédo intermediaria obtidas pelos métodos propostos

em trés niveis de concentracdo para as matrizes de cabelo e tinturas capilares.

Niveis de Concentragdo  Repetitividade Precisdo Intermediaria

Matriz (Mg L™ (CV %) (CV %)
2,0 1,6 3,6
Cabelo 10 2,5 4,3
20 2,3 2,8
2,0 3,7 4,7
Tintura Liquida 10 2,9 4.2
20 1,8 3,3
2,0 2,9 4.5
Tintura em P6 10 3,2 49
20 1,8 3,9
2,0 3,7 4.4
Tintura Creme 10 4,1 4,7
20 3,1 3,9

De acordo com Ribani e colaboradores, em métodos de andlise de
tracos ou impurezas, sao aceitos coeficientes de variagdo de até 20%,
dependendo da complexidade da amostra (Ribani et al., 2004). Portanto, como
os coeficientes de variacdo determinados foram inferiores a 5%, pode-se
afirmar que os métodos propostos para determinacdo de Pb em cabelo e em
tinturas capilares, sdo precisos, apresentando repetitividade e precisao

intermediaria adequadas.

2.4.2.4. Veracidade

A veracidade do método de amostragem em suspenséo e GF AAS para
determinacdo de chumbo em cabelo foi avaliada mediante anédlise em triplicata
de material de referéncia certificado (BCR 397) para cabelo humano. O teste
de hipoteses foi aplicado para avaliar a diferenca entre o valor obtido e o valor
certificado (Tabela 2.25), obtendo-se um valor de tcycuiado igual a 0,96. Como o

valor de tipelado (0,05; 2) € igual a 4,30, pode-se concluir que os resultados séo
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significativamente iguais ao nivel de 95% de confianca. Dessa forma, o método
proposto para determinacdo de chumbo em amostras de cabelo humano
apresenta exatiddo adequada.

Tabela 2.25. Avaliacdo da exatiddo do método, mediante emprego de material de

referéncia certificado (BCR 397) para cabelo humano.

Valor certificado Valor obtido tealculado
(mg kg™) (mg kg™)
33,0+1,2 35,0+ 3,0 0,943

Para as amostras de tinturas capilares, a exatiddo do método de
amostragem em suspensdo e determinagdo por GF AAS foi avaliada por
comparacao do método proposto com um método de referéncia (decomposicdo
acida assistida por radiacdo micro-ondas) e por ensaios de adicdo e
recuperacédo. Os digeridos obtidos pelo método de referéncia foram analisados
sob as mesmas condigcbes analiticas otimizadas para as andlises em
suspensdes, empregando calibragdo em HNO3; 2,5% v/v e H,0, 1,5% v/v para
a gquantificacdo do analito.

Os resultados obtidos pelos dois métodos sdo apresentados na Tabela
2.26. A comparacdo do método proposto com o método de referéncia foi
realizada mediante aplicacdo de testes estatisticos (teste F e teste t de student)
e 0s valores dos parametros t e F calculados indicaram que os resultados
obtidos pelos dois métodos séo significativamente iguais ao nivel de 95% de

confianga.
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Tabela 2.26. Comparagdo entre 0 método proposto com o método de referéncia na

determinacdo de Pb em amostras de tinturas.

Suspensao Digestéo
Amostras Concentracéo de Concentracao de Teste F** Teste t***
Pb (ug kg™), n=3  Pb (ug kg"), n=3
Liquida 14 + 1* 15 + 2* 2,45 2,33
Pé 91+0,9 93+1 1,62 2,12
Creme 140+ 3 1384 1,78 0,69

*Concentragbes em ug L™
**Fcrl'tico = 19’0
***tcritico = 2,78

Quanto aos ensaios de adicdo e recuperacdo, pode-se concluir pelos
resultados obtidos (Tabela 2.27) que a exatiddo do método proposto se
mostrou adequada. Todas as recuperacdes ficaram entre 80 e 120%, o que €

aceitavel segundo Ribani et al., (2004).

Tabela 2.27. Recuperacdes (%) obtidas para Pb na avaliacdo da exatidao do método

proposto para tinturas liquidas, em pé e creme.

Concentracéo Tintura Liquida Tintura em PO Tintura Creme
adicionada na (%, n=3) (%, n=3) (%, n=3)
suspenséo (ug L™
2,00 101 +£11 108 +2 102+7
10,0 85+4 90+3 103+3
20,0 107 +£3 93+2 105+2
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2.4.3. Quantificacdo de chumbo nas amostras de cabelo e tinturas

capilares

2.4.3.1. Amostras de cabelo

Como discutido anteriormente, para a quantificacdo do analito de
interesse nas amostras de cabelo disponiveis, foi utilizada a curva de
calibracdo por padrbes externos e as analises foram realizadas sob as
condicbes Otimas previamente estabelecidas. A Tabela 2.28 apresenta os
resultados obtidos para a concentracdo de chumbo nas amostras de cabelos
de usuérios e ndo usuarios de tintura capilar. Ao todo foram 10 amostras de

nao-usuarios e 9 de usuarios.

Tabela 2.28. Concentracdo de chumbo nas amostras de cabelos.

Amostra Concentracao (ug kg™)
n=3

1 290,0+0,4

2 430,0+0,3

3 850,0+0,1

4 900,0 £ 0,3

5 1002,0+ 0,5

6 1005,0+0,1
N&o-usuério - 1380,0 + 1.0
8 1440,0 £ 0,3

9 1650,0+ 1,0

10 1930,0 £ 0,7

11 2630,0+ 2,0

12 3220,0£ 0,1

13 3570,0+0,9

14 3760,0 £ 0,6
Usuario 15 3810,0+0,9
16 4140,0+ 0,4

17 4820,0 £ 0,2

18 4088,0 £ 3,0

19 7220,0 £+ 0,8
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As concentracbes de Pb nas amostras de cabelo variaram em uma
ampla faixa de concentracbes, mas ainda assim € possivel observar
claramente uma diferenca nas concentracdes de chumbo obtidas nas amostras
de cabelo das pessoas que utilizam tintura capilar em relacdo a concentracao
de chumbo presente nos cabelos dos ndo usuarios de tais produtos. Para os
ndo usuarios, as concentracdes variaram de 290,0 a 1930 ug kg™, com média
de 1087,7 + 517,5 pg kg™. J& para os usuarios as concentracdes variaram de
2630 a 7220 pg kg' com média de 4139,8 + 1306,5 pg kg™. Essa diferenca
entre 0s grupos, da indicios de que o uso de tinturas pode contribuir para o
aumento da concentracdo de Pb nos cabelos. Baysal et al (2010) encontraram
valores de 710 a 4600 ug kg™ para a concentracédo de chumbo nas amostras de
cabelo analisadas. Ja os em um estudo realizado para avaliagcdo do teor de
chumbo em amostras de cabelo de pessoas expostas ocupacionalmente ao
metal, os valores variaram de 2003 a 35500 g kg™, sendo bem mais elevados
que os valores determinados pelo método proposto (Bermejo-Barrera et al.,
1996).

2.4.3.2. Amostras de Tinturas

As concentragdes de chumbo nas amostras de tinturas foram
determinadas usando as condi¢cdes experimentais previamente otimizadas e
descritas anteriormente. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.27.
Foram analisadas amostras de marcas diferentes e cores diferentes, sendo 9
amostras de tinturas em creme, 6 em pé e 5 liquidas. Nenhuma das amostras
analisadas informava no rétulo o uso de acetato de chumbo na formulacéo,
portanto, as concentracbes encontradas referem-se a contaminantes nos
corantes utilizados.

A concentracdo de chumbo variou de 0,97 a 11,3 pg L™ para tinturas
liquidas, de 9,29 a 100,1 pg kg™ para tinturas em pé e de 24,3 a 238,1 g kg™
para tinturas creme (Tabela 2.29). Foi verificada uma maior concentracdo de

chumbo em tinturas creme de cores escuras. Vale ressaltar que dentro do
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mesma marca de tintura, todas as cores escuras apresentaram concentrag;(”)es

mais elevadas de Pb.

Tabela 2.29. Concentracdo de chumbo nas amostras de tinturas.

Amostras Concentracéo de Pb Concentracéo de Pb

De Tintura (ug L"), n=3 (g kg™), n=3

Creme A* 1,9+0,1 24+1

Creme B* 2,3+x0,1 29+1

Creme C** 5,14 + 0,06 63,2+0,8

Creme D** 5,53 + 0,06 65,1+0,7

Creme E** 7,4+0,2 92+2

Creme F** 9,11 + 0,06 1121

Creme G** 13,2+0,2 1652

Creme H** 144+0,1 178+ 2

Creme [** 19,1+0,2 238+ 2
P6 A* 1,4+0,1 14+2
P6 B* 1,49 £ 0,09 14,2+0,8
P6 C** 2,51+ 0,04 24 +2
P6 D** 4,32 £ 0,04 426 +0,4
P6 E** 6,60 = 0,04 64+1
PO F** 10,1+0,1 100+ 2

Liquida A* 1,0+£0,5

Liquida B* 1,9+0,5

Liquida C** 3,8+0,1

Liquida D** 7,1+05

Liquida E** 10,10 £ 0,03

Liquida F** 11,30 £ 0,09

* Cor clara

**Cor escura

Apesar de o teor de Pb encontrado nas amostras de tinturas capilares
nao ser elevado, tal fato ndo deve ser negligenciado. Como verificado nos
estudos para determinacdo de Pb em amostras de cabelo, existe indicios de

gue o uso de tinturas pode contribuir para o aumento da concentracdo do metal
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nos cabelos. Como os efeitos do chumbo no organismo sdo cumulativos, sua
presenca em tinturas capilares pode representar riscos a saude dos usuarios.
Segundo descrito no trabalho publicado por Sainio e colaboradores (2000), o
chumbo presente em produtos cosméticos pode ser parcialmente absorvido
pela pele e tecido capilar, principalmente se o cosmético for formulado sob a
forma pastosa ou liquida. A toxicidade decorrente da exposi¢cdo ao elemento ja
€ bem conhecida, podendo provocar danos ao sistema renal e nervoso central,

perda de memodria, entre outros (Ahamed et al., 2007).

2.5. CONCLUSOES

Nesse trabalho foram otimizados e validados métodos empregando
amostragem em suspensao e espectrometria de absorcao atbmica em forno de
grafite para determinacdo de chumbo em amostras de cabelo e tinturas
capilares.

Condicbes ideais de analise como modificadores permanentes,
temperaturas de pirélise e atomizacdo, tempos de pirdlise e modificador
quimico em solucdo, foram avaliadas no sentido de alcancar uma maior
eficiéncia analitica. O método de amostragem em suspensdo com posterior
determinacdo por espectrometria de absor¢cdo atbmica em forno de grafite
mostrou-se rapido e simples para analise de chumbo em amostras de cabelo e
tinturas capilares, possibilitando a obtencdo de resultados satisfatérios que
tornaram possivel a validacdo do método proposto.

Os parametros analiticos obtidos comprovaram a viabilidade do método
tanto para a determinacdo de chumbo em amostras de cabelo como para
determinacdo deste analito em tinturas capilares. Pode-se verificar pelos
resultados, que maiores concentragcdes de chumbo foram encontradas nas
amostras de cabelo de usuarios de tintura capilar, o que indica uma
contribuicdo destes produtos para o aumento da concentracdo de Pb nos

cabelos.
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Nas analises das tinturas, verificou-se que apesar deste metal ou seus
sais ndo serem utilizados como constituintes das tinturas, o Pb se encontra
presente como contaminante e sua concentracdo é dependente principalmente
do tipo de tintura (liquida, creme ou pd) e da cor, o que deve estar relacionada
com os corantes utilizados na fabricacéo. Infelizmente, tanto no Brasil como no
exterior, ndo existe uma legislacdo especifica quanto a presenca de chumbo
em tinturas capilares, o que faz com que a maioria das pessoas ainda utilize
produtos com total desconhecimento da composicdo real destes e dos

possiveis efeitos nocivos que podem provocar.
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CAPITULO 3 - DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA
DETERMINACAO DE CHUMBO EM PRODUTOS PARA
MAQUIAGEM: BATOM E SOMBRA
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3.1. INTRODUCAO

A industria de cosméticos é hoje um dos setores industriais que mais
cresce no Brasil e no mundo. Os produtos para maquiagem, que prometem
realcar a beleza feminina, estdo cada vez mais modernos e sofisticados.
Porém, apesar de todo investimento para aperfeicoar as férmulas dos produtos
cosméticos, a maioria das pessoas ainda usa produtos sem conhecer sua
composicdo real, a pureza dos componentes presentes e 0s possiveis efeitos
Nnocivos ao organismo.

Os produtos para maquiagem, como sombras e batons tem como
principal atrativo a combinagdo das cores. Tais cores séo resultado do uso de
corantes e pigmentos inorganicos, geralmente 0xidos de metais, como 6xido de
ferro, dioxido de titanio, p6é de cobre, 6xido de cromo, entre outros. Alguns dos
pigmentos usados na formulacdo de produtos para maquiagem podem arrastar
como impurezas elementos toxicos, como As, Ni, Pb, Cr, Cd, entre outros
(Draelos, 2001). Como o uso de produtos para maquiagem se caracteriza pela
aplicacao direta do produto sobre a pele e mucosas, a presenca de certos
metais tOxicos, mesmo a niveis traco, pode levar a uma exposicdo cronica,
causando danos a saude do usuario (Nohynek et al., 2010; Tomankova et al.,
2011; Davies & Graham, 2011).

Considerando a regido dos olhos, como a mais sensivel (pele fina) do
rosto, 0s metais toxicos presentes como impurezas nas sombras podem
penetrar a barreira cutanea e atingir os 6rgaos internos. Além disso, a pele da
palpebra é extremamente susceptivel a eczemas e dermatites de contato
(Fisher, 1984; Valsecchi et al., 1992). Os produtos cosméticos que sao
aplicados nas membranas mucosas sdo ainda mais perigosos, como no caso
de produtos para os labios, como os batons, que possuem o risco de ingestao
oral direta (Wang et al., 2008). Estima-se que uma mulher inadvertidamente
ingere em média 1,8 kg de batom ao longo de sua vida (CSC, 2007). Assim, é
l6gico que uma mulher ao usar um batom contendo metais toxicos, ira ingerir
tais substancias.

Dentre os metais que podem estar presentes em produtos para

maquiagem, o chumbo é considerado como um dos de maior toxicidade, e por
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isso, tanto no Brasil como nos Estados Unidos o limite maximo para a
concentracdo deste metal em corantes usados na composicdo de produtos
cosméticos é de 20,0 ug g* (Anvisa, 2000, US FDA, 2002a). Nos anos 90
surgiram os primeitos relatos referentes a presenca de chumbo em batons. Em
2007, a Campanha por Cosméticos Seguros testou 33 batons vermelhos e
descobriu que dois tercos deles continham chumbo em concentracdes
superiores & 0,65 ug g™ (CSC, 2007). J& em 2009, o FDA detectou a presenca
de chumbo em todas as 20 amostras de batom analisadas, com concentracdes
que variaram de 0,09 a 3,06 pug g (Hepp et al, 2009). Com relacdo as
sombras, um estudo realizado com 88 amostras de diferentes marcas e cores,
revelou que 75 % das amotras analisadas continham chumbo acima de 5 ug g™
(Sainio et al., 2000).

Como os teores de chumbo em produtos para maquiagem, geralmente,
se encontram a niveis traco, sua determinacao requer técnicas analiticas muito
sensiveis. Os trabalhos disponiveis na literatura, referentes a determinacéo de
metais toxicos em produtos cosméticos, envolvem métodos convencionais de
analise, como fusado ou dissolucdo acida, sendo que os mesmos, geralmente,
demandam muito tempo, sdo mais suscetiveis a perdas e contaminacéo,
requerem reagentes de alto grau de pureza, e consequentemente de alto custo
(Dittert et al., 2009). Assim, processos analiticos como amostragem em
suspensao e solubilizacdo de amostras com hidroxido de tetrametilamdnio
(TMAH), se mostram altamente atraentes, principalmente no que diz respeito a
diminuicdo de custos e tempo de analise, e simplificacdo das etapas de

preparo das amostras.

3.2. OBJETIVOS
Objetivo Geral

Nesta parte do trabalho métodos simples e de baixo custo foram
desenvolvidos para a determinacdo de chumbo em batons e sombras por

espectrometria de absor¢édo atdbmica com forno de grafite.
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Objetivos Especificos

» Otimizac¢do e validacdo de um método para determinacdo de Pb em
amostras de batom empregando solubilizacdo com hidréxido de
tetrametilamoénio (TMAH) e GF AAS.

» QOtimizacgdo e validagdo de um método por amostragem em suspensao e

GF AAS para determinacao de Pb em amostras de sombra.

» Determinacdo da concentracdo de Pb presente em amostras de batom e

sombra, de diferentes marcas e cores disponiveis no mercado.

3.3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1. Reagentes e Solucdes

Para o preparo das amostras foram utilizados &cido nitrico 65% m/m e
peroxido de hidrogénio 30% m/v (Merck, Darmstadt, Alemanha), hidroxido de
tetrametilaménio 25 % v/v (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e 4gua deionizada
(resistividade de 18,2 MQ cm™), obtida em um sistema Direct-Q (Millipore,
Billerica, MA, USA). Solugdes de referéncia de chumbo foram preparadas em
5% v v'! de &cido nitrico por diluicées da solucdo estoque 1000 mg L™, obtida a
partir de uma ampola titrisol (Merck Darmstadt, Alemanha).

Solugdes de 1000 mg L™ de iridio, nidbio, tantalo, ruténio, rédio e
zirconio obtidas da Fluka ((Fluka, Buchs, Switzerland) foram utilizadas como
modificadores permanentes no tratamento dos tubos de grafite. Uma solucéo
de paladio 1000 mg L™ obtida da Ultra Scientific (North Kingstown, RI, USA), foi

utilizada como modificador quimico em solucgéo.
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3.3.2. Instrumentacao

Para as analises foi utilizado um espectrébmetro de absorcdo atémica
Perkin Elmer AAnalyst 400, equipado com forno de grafite (HGA 800), com
correcdo de fundo por lampada de deutério e amostrador automatico (AS-800).
Utilizou-se uma lampada de catodo oco para Pb da PerkinElmer, operando nas
condi¢cbes recomendadas pelo fabricante (comprimento de onda de 283,3 nm,
corrente de 10 mA e fenda de 2,7/1,05 nm) e todas as medidas foram
baseadas em valores de absorbancia integrada. Tanto para as amostras como
para os padrdes, o volume injetado no tubo de grafite pelo pipetador
automatico foi de 20 yL. Como gas de purga foi usado argdnio de alta pureza
(99,996% da White Martins, Belo Horizonte, MG, Brasil). As digestbes das
amostras foram realizadas em forno de micro-ondas com cavidade modelo
ETHOS 1 (Milestone, Sorisole, Italia).

3.3.3. Tratamento dos tubos de grafite

Tubos de grafite com plataformas de L'vov acopladas foram tratados

como descrito no item 2.2.3.

3.3.4. Amostras

Um total de 22 amostras de batom e 15 amostras de sombra de
diferentes marcas e cores foram adquiridas no comércio local. As amostras
analisadas foram fabricadas no Brasil, China, Estados Unidos, Taiwan e
Franca.
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3.3.5. Digestéo acida assistida por radiacdo micro-ondas

3.3.5.1. Amostras de batom

Cerca de 300 mg das amostras de batom foram pesados diretamente
nos frascos de digestédo, sendo posteriormente adicionados 5,0 mL de HNO; e
2,0 mL de HF concentrados, como descrito no método proposto pelo FDA
(Hepp et al., 2009). Os frascos foram fechados e dispostos no forno de micro-
ondas. As amostras foram submetidas ao programa de aguecimento mostrado
na Tabela 3.1. ApGs a etapa de resfriamento os digeridos foram transferidos
guantitativamente para frascos de polietileno graduados e o volume final foi

completado para 25,0 mL com agua deionizada.

Tabela 3.1. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas.

Etapa Tempo (min)  Poténcia (W)* Pressdo (bar)* Temperatura(°C)
1 10 750 30 180
2 30 750 30 180
3** Overnight

*Poténcia e pressdo maxima que poderia ser alcangada no sistema de micro-ondas para
manter a temperatura de 180 °C.

**Etapa de Resfriamento

3.3.5.2. Amostras de sombra

Foram pesados cerca de 200 mg de amostra nos frascos de teflon do
micro-ondas, adicionados 5,0 mL de HNO3; e 2,0 mL de HF concentrados (Atz,
2008). A mistura foi aquecida em forno de micro-ondas, empregando-se o
mesmo programa utilizado para as amostras de batom (Tabela 3.1). Apés
resfriamento, os diregidos foram transferidos para frascos de polietileno

graduados e o volume final completado para 25,0 mL com agua deionizada.
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3.3.6. Avaliacao preliminar dos teores de As, Cd, Cr, Ni e Pb em amostras

de sombra

Amostras de diferentes cores de sombras foram digeridas em forno de
micro-ondas, como descrito em 3.3.5.2, e os teores de As, Cd, Cr, Ni e Pb
foram determinados por GF AAS nas condi¢des recomendadas pelo fabricante
(Tabela 3.2). A partir dos resultados obtidos nesta avaliagdo preliminar,
realizou-se a otimizacdo e validacdo do método para determinacdo de Pb em

sombras.

Tabela 3.2. Programa de temperatura usado na para determinagéo de As, Cd, Cr, Ni e

Pb em amostras de sombra por GF AAS.

Etapa As Cd Cr Ni Pb Rampa Permanéncia  Fluxo Ar
(s) (s) (mL min™)
100 100 100 100 100 5 20 250
Secagem
140 140 140 140 140 15 15 250
Pirdlise 1300 850 1650 1400 700 10 20 250
Atomizacdo 2300 1650 2500 2500 1800 0 5 0
Limpeza 2600 2600 2600 2600 2600 1 5 250

3.3.7. Otimizacéo das condi¢fes de preparo de amostra

As amostras de batom e sombra utilizadas na otimizacdo dos
procedimentos de preparo, foram fortificadas de forma que a concentracao final
adicionada de Pb fosse igual a 20 pyg L™. As anélises por GF AAS, foram
realizadas sob as condi¢cdes recomendadas pelo fabricante para as etapas de
secagem, pirolise, atomizacdo e limpeza (Tabela 3.2). As respostas obtidas

foram tratadas através do software Statistica 6.0 (Statsoft, 2001).
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3.3.7.1. Amostras de batom

Para estabelecer as condicbes o6timas de preparo das amostras de
batom por solubilizacdo com TMAH, um planejamento fatorial fracionario 2** foi
construido para a triagem das variaveis significativas. Foram avaliados o tempo
(30 e 60 min) e a temperatura de aquecimento (60 e 100 °C), o tempo de
sonicacdo (0 e 30 min) e o volume de TMAH (0,5 e 1,0 mL). A massa de
amostra utilizada no preparo das amostras foi de 50 mg e o volume final
completado para 10 mL com agua deionizada. ApGs avaliacdo do resultado, foi
feito um planejamento composto central empregando as variaveis significativas
e através da superficie de resposta obtida foram determinadas as condicdes

otimas de preparo.

3.3.7.2. Amostras de sombra

Na otimizacdo das condi¢cdes Otimas de preparo das amostras de
sombra por amostragem em suspensdo, as variaveis correspondentes ao
tempo de sonicacdo (0 e 30 min), volume de HF (0 e 500 pL) e volume de
HNOs (0 e 500 pL), foram avaliadas empregando um planejamento fatorial 23.
Massas de amostra de 50 mg foram utilizadas no preparo das suspensoes e 0
volume final completado para 10 mL com agua deionizada. As variaveis
significativas foram empregadas na construcdo de um planejamento composto
central e as condi¢cdes 6timas de preparo estabelecidas através da superficie
de resposta foram obtidas.

3.3.8. Otimizacao das condicOes para determinacao de Pb por GF AAS

A primeira etapa da otimizacdo das condicbes de andlise, para
determinacdo de chumbo por GF AAS, consistiu na escolha do modificador
permanente. Tubos de grafite com plataformas de L’Vov foram tratados com

diferentes modificadores conforme descrito no item 2.3.3. A solugéo resultante
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da solubilizacdo com TMAH da amostra de batom e a suspensdo da amostra
de sombra foram analisadas utilizando os diferentes modificadores
permanentes e palddio como modificador quimico em solugéo (co-injecdo de
2,0 pL de uma solucdo 1000 mg L™). A partir destes resultados, foram
escolhidos os modificadores que apresentaram melhor sensibilidade, isto é,
apresentaram maior intensidade para o sinal de absorbancia integrada, melhor
repetitividade e melhor correcéo de fundo, para cada matriz.

Apos a selecdo do melhor modificador para cada matriz, este foi fixado e
as temperaturas de pirdlise e atomizacdo foram estabelecidas por meio de
curvas construidas em intervalos de 400 a 1100 °C para a etapa de pirélise e
de 1500 a 2200 °C para a etapa de atomizacdo. Os demais parametros do

programa de aquecimento foram os sugeridos pelo fabricante (Tabela 3.2).

3.3.9. Validacdo dos métodos analiticos

Para validacdo dos métodos propostos foram avaliados os seguintes
parametros de desempenho analitico: efeito de matriz, linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e veracidade. Tais parametros
foram avaliados de acordo com as normas propostas no guia “Orientacao
Sobre Validagéo de Métodos Analiticos” (INMETRO, 2011).

3.3.9.1. Efeito de Matriz e Linearidade

Para verificacdo do efeito de matriz e linearidade dos métodos
propostos, preparou-se em triplicata uma curva de calibragdo por padroes
externos, nos niveis de concentracéo de 0,5; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; e 50,0 ug
L™ de chumbo. Para o método referente & determinacdo de chumbo em batons,
a curva por padrbes externos foi preparada em solucdo de TMAH 5% v/v. Ja
para o metodo referente a determinacdo de chumbo em sombras, a curva de
calibragcdo por padrdes externos foi preparada em HF 4 % v/v. Curvas de

calibracdo por ajuste de matriz foram construidas em triplicata nos mesmos
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niveis (0,5; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; e 50,0 ug L™) de chumbo, empregando-se
amostras brancas das matrizes em estudo. As solu¢cdes padrdo das curvas
aquosas e por ajuste de matriz, foram analisadas em ordem aleatéria.

Os parametros da regressao foram estimados pelo método dos minimos
quadrados ordinarios (MMQO). Em seguida, graficos dos residuos da
regressdo foram construidos e examinados para avaliacdo de valores
discrepantes (outliers), homoscedasticidade dos residuos e linearidade do
modelo. Foram considerados outliers os pontos fora do intervalo * t g75,n-2) Sres,
sendo Sres 0 desvio padrdo dos residuos da regressao (Gomes & Souza, 2010),
os quais foram confirmados pelo teste de residuo Jacknife (Souza & Junqueira,
2005). A avaliacdo da homocedasticidade, isto €, homogeneidade da variancia
dos residuos foi realizada pelo teste de Levene modificado (Souza & Junqueira,
2005). Andlise de variancia (ANOVA) foi conduzida para verificar o ajuste ao
modelo linear por meio da avaliacdo das significancias da regressao e do
desvio da linearidade (Belsley et al., 1980).

Uma vez comprovadas as premissas e 0 ajuste ao modelo linear, as
inclinacdes e intersecdes obtidas para as curvas por padrdes externos foram
comparadas com aquelas estimadas para as curvas por ajuste de matriz,
mediante aplicacdo do teste F e teste t de Student ao nivel de 95% de

confianca.

3.3.9.2. Limites de deteccdao e quantificacao

Os limites de deteccao e de quantificacdo foram determinados a partir
da analise de 10 replicatas independentes do branco da amostra. O limite de

deteccdao foi calculado pela equacéo 3.1:
LD= X +3s (Eq. 3.1)

onde, X é a média das 10 replicatas do branco e s é o desvio padrdo das 10
replicatas (INMETRO, 2011). Ja o limite de quantificacdo foi calculado pela

equagao 2.2:
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LD = X +10s (Eq. 3.2)

3.3.9.3. Precisao

A precisdo dos métodos propostos, em termos de repetitividade e
precisao intermediaria, foi avaliada com replicatas independentes de amostras
brancas de batom e sombra, fortificadas com o analito nas seguintes
concentracdes: 2, 10 e 20 ugL™ (n = 7). Os resultados obtidos foram
expressos em termos de coeficientes de variacdo (CV,%). Para a avaliacdo da
precisdo intermediaria as amostras foram analisadas pelo mesmo analista, no
mesmo equipamento, sob as mesmas condi¢gdes de uso, em diferentes dias (1
dia, 1 semana e 1 més).

3.3.9.4. Veracidade

Devido a inexisténcia de materiais de referéncia certificados
devidamente caracterizados para batom e sombra, a exatidao foi investigada
por ensaios de adicdo e recuperacdo e por comparacdo dos métodos
propostos com um método de referéncia. Visando a comparacdo entre
métodos, os resultados obtidos empregando solubilizacdo com TMAH para as
amostras de batom e empregando amostragem em suspensdo para as
amostras de sombra, foram comparados com o0s resultados obtidos
empregando digestédo acida assistida por micro-ondas para ambas as matrizes,

conforme procedimentos descritos nos itens 3.3.6.1 e 3.3.6.2.
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1. Avaliacéo preliminar dos teores de As, Cd, Cr, Ni e Pb em amostras
de sombra

Niquel e chumbo foram os metais encontrados em maior concentracao
nas amostras de sombra analisadas (Tabela 3.3). Como o chumbo, apresenta
maior toxicidade em comparacdo ao niquel, procedeu-se a otimizacdo e
validacdo de um método empregando amostragem em suspensdo para

determinacao de chumbo em sombras por GF AAS.

Tabela 3.3. Concentragdo de Cd, Ni, Cr, As e Pb nas amostras de sombra,
determinadas por GF AAS.

Amostra Concentracdo Concentragdo Concentracdo Concentracdo Concentracao
deCd (ugg™) deNi(ugg?) deCr(ugg’) deAs(ugg™) dePb (ugg™)

Branca 0,21+ 0,09 1,9+0,2 22+0,1 0,29 + 0,08 0,33+ 0,09
Azul 0,41 + 0,06 5,99 + 0,08 4,51 + 0,07 1,3+0,1 6,9+0,1
Verde 1,22 + 0,09 6,32 + 0,05 4,7+0,3 0,39 + 0,05 6,49 + 0,07
Rosa 0,55+ 0,03 59+0,1 3,5+0,2 0,26 + 0,08 58+0,2
Grafite 0,13 + 0,07 4,12+ 0,06 1,3+0,1 2,1+0,2 7,21 +0,08

Para as amostras de batom tal avaliacao preliminar dos teores de metais
toxicos néo foi realizada, devido aos varios relatos na literatura sobre a
presenca de chumbo nestes produtos, o que demonstra a necessidade do
desenvolvimento de métodos simples e eficazes para determinagao a niveis de
traco do metal em batons. Assim, procedeu-se a otimizacéo e validagdo de um
método para determinacdo de chumbo em amostras de batom empregando
solubilizacdo com TMAH e GF AAS.
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3.4.1. Otimizacao das condicOes de preparo das amostras

3.4.1.1. Amostras de batom

A solubilizagdo de amostras com TMAH consiste em uma alternativa de
preparo de amostra interessante que vém sendo empregada com sucesso na
solubilizacdo de diferentes matrizes como biodiesel, leite, tecidos de peixe e
mexilhdo, sangue entre outras (Ghisi et al., 2011; Ribeiro et al., 2003; Torres et
al., 2009; Rodrigues et al., 2009). As amostras tratadas com TMAH resultam
em uma solucdo com caracteristicas de suspensdo, apresentando muitas
vezes um baixo fator de diluicAo e permanecendo estavel durante meses,
mesmo quando estocada em temperatura ambiente (Ghisi et al., 2007).

Esta é a primeira vez que a solubilizacgdo com TMAH é aplicada a
amostras de batons e por isso é importante otimizar as variaveis que podem
afetar o processo de solubilizacao.

Um planejamento fatorial fracionario 2** foi construido para triagem das
variaveis significativas. Como pode ser observado no grafico de Pareto (Figura
3.1), as variaveis correspondentes ao volume de TMAH e ao tempo de
aguecimento apresentaram efeito significativo no sinal analitico, ao nivel de
95% de confianca. O valor negativo (-4,99) para o efeito do volume de TMAH
indica que o valor da absorbancia integrada diminui com a utilizacdo de
volumes maiores da base. O valor positivo do tempo de aquecimento (3,77)
indica que quando se passa do nivel minimo para o nivel maximo deste fator
ocorre um aumento na resposta analitica. As variaveis correspondentes ao
tempo de sonicagdo e temperatura de aquecimento nos intervalos estudados
ndo foram estatisticamente significativas, e, portanto, a solubilizacdo das
amostras foi realizada na auséncia de sonicacdo, empregando-se uma
temperatura de aquecimento em banho-maria de 60 °C, para os estudos

posteriores.
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Figura 3.1. Grafico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial fracionario

505462

1.085232

3. 772485

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Walue)

para o procedimento de solubilizacdo da amostra com TMAH.

Através dos resultados do planejamento fatorial, observou-se que o
volume de TMAH e o tempo de aguecimento, necessitavam de uma otimizagcao
final. Assim um planejamento composto central (CCD) foi empregado para a
se obter um melhor ajuste destas variaveis, sendo estudada uma faixa de 300

a 700 pL para o volume de TMAH e uma faixa de 30 a 90 minutos para o tempo

de aquecimento (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4. Matriz de experimentos e absorbancias obtidas do planejamento composto
central (CCD) para otimizacdo das variaveis significativas na otimizagéo das condigbes
de preparo das amostras de batom.

Exp. Volume de Tempo de Absorbancia
TMAH (mL)  Aquecimento (min) Integrada (n=3)

1 300 30 0,105 =+ 0,004
2 300 90 0,103 =+ 0,005
3 700 30 0,090 =+ 0,008
4 700 90 0,070 =+ 0,005
5 217 60 0,120 + 0,009
6 783 60 0,050 =+ 0,006
7 500 18 0,130 =+ 0,002
8 500 102 0,140 + 0,003
9 500 60 0,163 =+ 0,002
10 500 60 0,165 + 0,003
11 500 60 0,166 =+ 0,002

A partir dos resultados obtidos, foi gerada uma superficie de resposta e
uma superficie de contorno (Figura 3.2), descritas pela equacdo quadratica
(3.3).

Abs = - 0,15912 + 0,00104*V — 1,09250"*V? + 0,00283*T + 2,0778"*T? + 7,50000*10"
Bey*T Eq. (3.3)

96



e B, BPUROIOSN

Tempo de Aquecimento {min)

o
o
[ 008
a2 oot
100 200 200 400 500 €00 700 800 sop 004

Volume de TMAH (mL) W00

Figura 3.2. Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) obtidas na
otimizacao final do volume de TMAH (V) e da temperatura de aquecimento (T), para o
procedimento de solubilizacdo da batom com TMAH.

Dessa forma, o volume de TMAH e o tempo de aquecimento da amostra
otimos foram determinados, sendo correspondentes a 460 pL e 60 minutos,
respectivamente.

Assim, para o preparo das amostras de batom, empregando
solubilizacdo com TMAH, massas de aproximadamente 50 mg de amostra,
foram pesadas em tubos de polipropileno, com posterior adicdo de 460 uL de
uma solugdo de TMAH 25% m/v. Em seguida, a mistura foi aquecida em
banho-maria & 60 °C por 60 minutos e ap6és essa etapa o volume foi
completado para 10,0 mL com &gua deionizada. As solucdes resultantes
apresentaram aspecto de uma suspensdo (Figura 3.3), sendo estaveis e

homogéneas a temperatura ambiente e, portanto adequadas para a realizacao
das analises por GF AAS.

Figura 3.3. Solucdes resultantes da solubilizacdo das amostras de batom com TMAH.
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3.4.1.2. Amostras de sombra

Um planejamento fatorial 2° foi empregado para avaliar as variaveis
significativas no preparo das amostras de sombra por amostragem em
suspensao. Através do grafico de Pareto obtido (Figura 3.4) pode-se verificar
que as variaveis volume de HF e tempo de sonicacdo apresentaram efeito
significativo na absorbancia, ao nivel de 95% de confianga. Os efeitos positivos
referentes a estas variaveis indicam que o aumento do volume de HF e do
tempo de sonicacdo resultam em um aumento na resposta analitica. Como a
utilizacdo de HNO3, néo foi significativa, optou-se por néo utilizar esse reagente
no preparo das amostras de sombra.

(2)Volume de HNO3 (mL)

10.08278 -

(1)Velume de HF (mL)

(3)Tempo de Sonicagéo (min)

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3.4. Grafico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial para o

procedimento de amostragem em suspensao.

Para melhor ajuste das variaveis correspondentes ao volume de HF e ao
tempo de sonicacao foi empregado um planejamento composto central (CCD)
(Tabela 3.5) e a partir dos resultados dos experimentos realizados foi gerada
uma superficie de resposta e uma superficie de contorno (Figura 3.5), descritas

pela equacdo quadrética (3.4).
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Tabela 3.5. Matriz de experimentos e absorbancias obtidas do planejamento composto
central (CCD) para otimizacao das variaveis significativas na otimizacdo das condi¢Ges
de preparo das amostras de sombra.

Exp. Volume de Tempo de Absorbancia
HF (mL) Sonicagdo (min) Integrada (n=3)
1 200 10 0,116 + 0,003
2 200 30 0,120 + 0,003
3 500 10 0,143 + 0,002
4 500 30 0,141 + 0,003
5 138 20 0,095 + 0,005
6 562 20 0,154 + 0,006
7 350 6 0,128 + 0,002
8 350 34 0,163 + 0,001
9 350 20 0,186 + 0,002
10 350 20 0171 + 0,003
11 350 20 0,175 + 0,002

Abs = - 0,10046 + 0,00099*V — 1,23333 7%V + 0,00788*T + 1,71667>+T?
+ 1,05556%10 "*V*T Eq.(3.4)

egeay, BRRROS

Tempo de Sonicagao (min)

Mo
Mo
0 Eot
100 150 200 250 300 350 400 450 500 S50 600[]0.06

Volume de HF (mL) o

Figura 3.5 Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) obtidas na
otimizacdo final do volume de HF (V) e do tempo de Sonicacdo (T), para o

procedimento de amostragem em suspensao.
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O volume de HF e o tempo de sonicacdo 6timos foram estabelecidos em
400 pL e em 20 minutos, respectivamente. Assim para o0 preparo das
suspensdes, a aproximadamente 50 mg de amostra de sombra foram
adicionados 400 pL de HF e o volume completado para 10 mL com agua
deionizada, com posterior sonicacdo por 20 minutos. As suspensdes obtidas
apresentaram estabilidade e homogeneidade adequadas para realizacdo das

analises (Figura 3.6).

Figura 3.6. Suspensdes resultantes da solubilizacdo das amostras de sombra rosa (a),

verde (b), branca (c) e cinza (d), respectivamente.

3.4.2. Otimizacao das condicOes para determinacao de Pb por GF AAS

Para a escolha do melhor modificador permanente, as analises foram
realizadas em triplicata nas condicbes recomendadas pelo fabricante para as
etapas de pir6lise e atomizacdo. As temperaturas de pirélise e atomizacao
empregadas foram de 700 e 1800 °C, respectivamente. As mesmas amostras
de batom e sombra utilizadas na otimizagdo dos procedimentos de preparo,
foram empregadas na otimizacao das condi¢cdes analiticas, sendo fortificadas
de forma que a concentracao final adicionada de Pb fosse igual a 20 ug L™

Os resultados obtidos para os diferentes modificadores permanentes
avaliados na determinacdo de Pb em batons empregando solubilizagdo com
TMAH e andlise por GF AAS séo apresentados na Tabela 3.6. Como pode ser
observado, maior intensidade para o sinal de absorbancia, menor desvio
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padrao relativo (DPR) e melhor correcdo da absorcdo de fundo foram obtidos

com o uso de nidbio como modificador permanente.

Tabela 3.6. Sinais analiticos obtidos, utilizando diferentes modificadores permanentes

na determinacdo de Pb em amostras de batom por GF AAS.

Modificador Absorbancia DPR (%) Absorcéo de
Permanente Integrada Fundo
Sem modificador 0,183 3,28 0,091
Zirconio 0,163 2,75 0,068
Rodio 0,193 2,09 0,041
Ruténio 0,146 5,12 0,102
Nidbio 0,202 1,59 0,035
Tantalo 0,152 6,03 0,095
Iridio 0,139 6,56 0,082

Na Figura 3.7, pode-se observar que a utilizagcdo de paladio como
modificador quimico em solu¢do, conjuntamente com o modificador
permanente Nb, proporcionou um aumento da resposta analitica e seu uso foi
empregado nos estudos posteriores. Dobrowolski e colaboradores (2010)
estudaram a acdo de misturas de nidbio/iridio e tungsténio/iridio para
determinacdo de cadmio e chumbo em amostras de solos e sedimentos
empregando amostragem em suspensdo e GF AAS e puderam constatar que o
uso da mistura niébio/iridio proporcionou um aumento da resposta analitica e

uma maior vida util do tubo de grafite.
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Figura 3.7. Perfis dos sinais analiticos obtidos utilizando Nb (modificador permanente)
(@) e Nb (modificador permanente) + Pd (modificador quimico em solucéo) (b), na
determinacdo de Pb em batom por GF AAS.

Na avaliacdo dos diferentes modificadores permanentes para
determinacao de Pb em amostras de sombra por amostragem em suspensao e
GF AAS, o zircénio apresentou um melhor desempenho como modificador
permanente, como pode ser verificado na Tabela 3.7 e a utilizacdo de paladio
como modificador quimico em solugdo também proporcionou um aumento da

resposta analitica e uma melhor correcdo da absorcédo de fundo (Figura 3.8)

Tabela 3.7. Sinais analiticos obtidos utilizando diferentes modificadores permanentes

na determinagdo de Pb em amostras de sombra por GF AAS.

Modificador Absorbancia DPR (%) Absorc¢édo de
Permanente Integrada Fundo
Sem modificador 0,130 4,02 0,057
Zircbnio 0,151 1,65 0,047
Raodio 0,133 2,17 0,041
Ruténio 0,116 4,14 0,055
Nidbio 0,122 2,55 0,035
Tantalo 0,085 5,07 0,065
Iridio 0,099 4,68 0,062
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Figura 3.8. Perfis dos sinais analiticos obtidos utilizando Zr (modificador permanente)
(@) e Zr (modificador permanente) + Pd (modificador quimico em solucéo) (b), na
determinagéo de Pb em sombra por GF AAS.

Apos a escolha do melhor modificador para cada matriz, este foi fixado e
0 programa de temperatura foi otimizado por meio de curvas de pirdlise e
atomizacgao para cada matriz (Figuras 3.9 e 3.10). Para as amostras de batom
as temperaturas 6timas de pirélise e atomizacao foram estabelecidas em 900 e
1800 °C, respectivamente. J4 para as amostras de sombra as temperaturas
ideais foram de 1000 °C para a etapa de pirdlise e de 2000 °C para a etapa de

atomizagao.

0.35

0.30 4

0.25 +

0.20 -

Absorbancia Integrada

0.10 T T T T
200 700 1200 1700 2200 2700

Temperatura (°C)

esgumTemperatura de Pirdlise eslllssTemperatura de Atomizacdo

Figura 3.9. Curvas de pirélise e atomizacdo obtidas para determinacdo de Pb em
batom por GF AAS.
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Figura 3.10. Curvas de pirélise e atomizacdo obtidas para determinacdo de Pb em
sombra por GF AAS.

3.4.3. Validacdo do método analitico

3.4.3.1. Linearidade e Efeito de Matriz

A Figura 3.11 ilustra os gréaficos exploratorios dos residuos da regressao
com indicagdo dos outliers tratados para as matrizes de batom e sombra,
respectivamente. Os perfis destes graficos de residuos demonstraram que nao
houve tendéncias 6bvias que conferissem heteroscedasticidade ou desvio de
linearidade para ambos os métodos propostos. Para o método referente a
determinacdo de chumbo em batons, os intervalos de confianca dos residuos
(£ too7sn-2) Sres) Sugeriram a presenca de dois outliers nos niveis de 5,0 e
50,0 ug L™ para a curva aquosa e de trés outliers nos niveis de 10,0; 20,0 e
30,0 ug L™ para a curva por ajuste de matriz. J4 para o método correspondente
a determinacdo de Pb em sombras, os intervalos de confianca dos residuos
sugeriram a auséncia de outliers para a curva aquosa e a presenca de dois
outliers nos niveis correspondentes & 30,0 e 50,0 ug L™ de Pb para a curva

matrizada. A presenca dos valores discrepantes foi confirmada pelo teste de
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residuos padronizado Jacknife. Os outliers foram removidos e os modelos de
regressao obtidos apds a excluséo.

A avaliagdo da homogeneidade da variancia dos residuos, pelo teste de
Levene modificado, confirmou a homoscedasticidade dos residuos da
regressao uma vez que as estatisticas t de Levene, ndo foram significativas.
Através da ANOVA, pode-se constatar o ajuste ao modelo linear (Fcaiculado <
Feritico) € @ auséncia de desvios da linearidade na faixa estudada (Tabela 3.8).
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Figura 3.11. Graficos exploratorios dos residuos de regressdo das curvas para batom
e sombra, com indicagcdo dos respectivos outliers diagnosticados pelo teste de
residuos padronizados Jacknife.
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Tabela 3.8. Avaliagdo da homocedasticidade e do ajuste ao modelo linear para as
curvas aquosas e por ajuste de matriz para batom e sombra.

Batom Sombra

Estatistica Curva Aguosa Curva Ajuste de  Curva Aquosa  Curva Ajuste de

Matriz Matriz
t 1,46 (teritico = 2,12) 0,47 (teritico = 2,12) 0,88 (terftico = 2,09) 0,12 (teritico = 2,09)
F 3110 (Feritico =4.,45) 3!20 (Feritico =4,49) 2795 (Feritico =4.,38) 3;02 (Feritico =4.,41)

Apos comprovar o ajuste ao modelo linear, o efeito de matriz foi avaliado
por meio da comparacdo das inclinacbes e dos interceptos obtidos para as
curvas de calibracdo aguosas com as curvas construidas por ajuste de matriz
para as amostras de batom e sombra. A Figura 3.12 mostra a comparacao
entre as curvas por padrbes externos e por ajuste de matriz. No estudo do
efeito de matriz, aplicou-se o teste F (Snedecor) de homogeneidade de

variancias e o teste t (Student) de comparacéo de médias (Tabela 3.9).
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Figura 3.12. Curvas de calibracdo em meio aquoso e por ajuste de matriz, para

determinagéo de Pb em batom e sombra por GF AAS.
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Tabela 3.9. Valores dos parametros t e F para as curvas analiticas obtidas no estudo

do efeito de matriz.

Amostra Fcaculado ta (Inclinagéo) t, (Intercepto)
Batom 1147 (Fcritico :2127) 7,12 (tcritico = 2103) 9;20 (tcn'tico = 2103)
Sombra 2,24 (Feritico =2,32) 1,84 (teritico = 2,03) 1,80 (teritico = 2,03)

Para a matriz correspondente ao batom, as inclinacdes e os interceptos
obtidos para as curvas de calibragdo aquosa e por ajuste de matriz, mostraram-
se diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca, pelo teste t
(Tabela 3.8). Portanto, curvas de calibracdo por ajuste de matriz foram
empregadas para determinacdo de chumbo nas amostras de batom pelo
método proposto. Na avaliacdo do efeito de matriz para o método referente a
determinacdo de chumbo em sombra, os valores dos parametros t e F
calculados indicaram que ndo houve diferenca significativa entre as inclinacdes
e 0s interseptos das curvas de calibracdo em HF 4,0% v/v e por ajuste de
matriz, ao nivel de confianca de 95%. Assim, curvas de calibracdo em HF 4,0%
v/v foram empregadas nos estudos posteriores.

3.4.3.2. Limites de deteccdo e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram avaliados através da
analise de 10 amostras independentes do branco da amostra, pelos métodos
propostos, sob as condi¢cdes oOtimas de andlise, previamente estabelecidas,
sendo determinados como descrito no item 3.3.9.3. Os resultados obtidos séo

apresentados na tabela 3.10.
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Tabela 3.10. Limites de deteccéo e quantificacdo para as amostras de batom e

sombra obtidos pelos métodos otimizados.

Amostra Limite de Detecg&o (ug g™) Limite de Quantificacdo (ug g™)
Batom 0,20 0,34
Sombra 0,18 0,37

Em um estudo realizado para avaliagédo do teor de chumbo em amostras
de batom e sombra por GF AAS empregando digestdo &cida em bloco, o limite
de deteccdo estabelecido foi da ordem de 0,25 pg g™, sendo que em tal estudo
o limite de quantificagéo nao foi determinado (Al-Saleh et al., 2010). Os valores
dos limites de deteccdo estabelecidos para os métodos propostos para
determinacdo de chumbo em batom e sombra estdo bem proximos do valor
determinado por Al-Saleh e colaboradores (2010), conferindo uma boa
sensibilidade aos métodos desenvolvidos.

A detectabilidade dos métodos foi também avaliada pelos valores
obtidos para as massas caracteristicas (mg), sendo correspondentes a 8,5 pg
para determinacdo de chumbo em batom e 9,9 para determinacdo do analito
em sombra. Como os valores foram bem préximos ao valor recomendado (9,0
pg), pode-se afirmar que os métodos apresentam uma sensibilidade

satisfatoria.

3.4.3.4. Precisao e Veracidade

A precisdo do método refente a determinacdo de chumbo em batom por
GF AAS apl6s solubilizacdo da amostra com TMAH, em termos de
repetitividade, variou de 2,37 a 4,61%. Ja na avaliacdo da precisdo
intermediaria, os coeficientes de variacdo obtidos foram de 4,93 a 9,75%
(Tabela 3.11). Para o método referente a determinacdo de Pb em sombra por
amostragem em suspenséo e GF AAS, os valores dos coeficentes de variacao
em termos de repetitividade foram de 2,93 a 4,15% e a precisdo intermediaria

variou de 6,61 a 8,34%. De acordo com as normas estabelecidas pelo
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INMETRO (2010), séo aceitaveis coeficientes de variacdo de até 10% para
concentracdes superiores a 100 ng g *, portanto de acordo com tal critério, a
precisdo de ambos o0s métodos desenvolvidos pode ser considerada

satisfatoria.

Tabela 3.11. Repetitividade, precisdo intermediaria e recuperacdo obtidas pelos

métodos propostos em trés niveis de concentracdo para as matrizes de batom e

sombra.
Niveis de Repetitividade Preciséo Recuperacao
Matriz  Concentracdo (ug L~ (CV %) (n=7) Intermediéaria (%)
h (CV %) (n=21)
2,0 4,61 9,75 109
Batom 10 2,37 7,24 96,2
20 2,54 4,93 98,9
2,0 4,15 6,61 90,2
Sombra 10 4,01 7,13 94,3
20 2,93 8,34 105

Na avaliacdo da veracidade por ensaios de adicdo e recuperacdo, as
taxas de recuperacdo obtidas variaram de 96,2 a 109% para o método
referente a determinacdo de chumbo em batons (Tabela 3.8) e de 90,2 a 105%
para 0 método correspondente a determinagdo de chumbo em sombras. Esses
resultados sdo considerados satisfatérios, de acordo com o0s critérios
estabelecidos pelo INMETRO (2010) e pela Comissdao Europeia (2002), os
quais consideram como adequadas recuperagdes entre 80 e 110%.

Na comparacéo dos métodos desenvolvidos com métodos de referéncia
mediante aplicacdo de testes estatisticos (teste F e teste t de student), os
valores dos parametros F e t calculados, indicaram que o0s métodos
empregando solubilizagédo alcalina na determinagdo de chumbo em batom e
amostragem em suspensdo na determinacdo de chumbo em sombra,
apresentaram uma exatidao satisfatéria. Ambos foram significativamente iguais
aos métodos de referéncia ao nivel de 95% de confianca (Tabela 3.12)
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Tabela 3.12. Comparacado entre os métodos propostos com os métodos de referéncia

na determinagdo de Pb em amostras de batom e sombra.

Amostra Cor Método Proposto Digestéo
Conc. (ug g7 Conc. (ug g7
Batom Cor de Boca 2,07 £0,03 2,15+ 0,08
Rosa 3,40 £ 0.09 3,25+ 0,10
Vermelho 4,20 = 0,07 4,32+ 0,20
Marrom 3,72 £ 0,06 3,56 0,15
Sombra Branca 0,38 £ 0,02 0,42 £ 0,05
Azul 6,65 + 0,06 6,80 £ 0,10
Verde 6,50 £ 0,10 6,34 £ 0,08
Rosa 5,69 + 0,09 5,84 £ 0,06
Grafite 7,16 £ 0,05 7,07 £0,10

3.4.4. Quantificagcdo de chumbo nas amostras de batom e sombra

3.4.4.1. Amostras de Batom

O método proposto para determinacdo de chumbo em batom por GF
AAS, apés solubilizacdo alcalina da amostra foi aplicado para analise de 22
amostras de batom de diferentes marcas e cores, fabricadas no Brasil, China,
Estados Unidos, Taiwan e Franca (Tabela 3.13). A concentracdo de chumbo
variou de 0,27 a 2,36 ug g™ para as amostras de batom cor de boca, de 1,02 a
3,37 ug g para amostras cor de rosa, de 1,62 a 4,54 ug g™ para os batons
vermelhos e de 1,46 a 3,72 ug g* para os batons marrons. As maiores
concentragcbes de chumbo foram obtidas nas amostras de batom vermelho e
marrom. Os batons importados da China apresentaram um maior teor do metal,

com concentra¢des variando de 2,07 a 4,45 ug g™.
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Tabela 3.13. Concentracdo de chumbo nas amostras de batom.

Amostra Pais de Origem Cor Pb (ug g™) n=3

1 China Cor de boca 2,07 £ 0,06
cremoso

2 China Cor de boca 2,36 = 0,07
cintilante

3 China Rosa cintilante 3,37 £0,13

4 China Vermelho cremoso 417 £ 0,10

5 China Vermelho cintilante 4,54 + 0,05

6 China Marrom cremoso 3,18 £ 0,02

7 China Marrom cintilante 3,72+0,10

8 Brasil Cor de boca 0,49 £ 0,05
cremoso

9 Brasil Cor de boca 0,64 £ 0,05
Cremoso

10 Brasil Cor de boca 0,62 +£0,16
cintilante

11 Brasil Cor de boca 0,57 £ 0,02
cintilante

12 Brasil Rosa cremoso 1,02 £ 0,02

13 Brasil Rosa cintilante 1,96 £ 0,05

14 Brasil Vermelho cremoso 1,88 £ 0,09

15 Brasil Vermelho cremoso 1,62 £ 0,05

16 Brasil Vermelho cintilante 1,72+0,12

17 Brasil Marrom cremoso 1,52 £ 0,05

18 Brasil Marrom cintilante 1,46 + 0,09

19 Taiwan Vermelho cintilante 3,64 +£0,13

20 Estados Unidos Cor de boca 0,51 +0,10
Cremoso

21 Estados Unidos Cor de boca 0,27 + 0,05
cintilante

22 Franca Rosa cintilante <LQ

A presenca de chumbo foi detectada em 21 das 22 amostras analisadas.

Sendo que a menor concentracdo do metal detectada foi de 0,27 pg g* e a
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maior concentracdo de 4,45 pg g*. Esta grande variacdo na concentracéo de
chumbo pode ser atribuida a qualidade das matérias-primas utilizadas na
producdo dos batons. O FDA estabeleceu o valor de 20 pg g* como a
guantidade maxima de chumbo permitida em corantes utilizados na fabricacao
de produtos cosméticos. No entanto, nos Estados Unidos, Brasil, Europa e Asia
ndo existe legislacdo especifica para regular o nivel de metais toxicos em
batons. Recentemente, o FDA, analisou 20 amostras de batom de diferentes
marcas e cores, encontrando uma concentracdo minima de 0,09 pg g* e uma
concentracdo maxima de 3,06 pg g* de chumbo nas amostras avaliadas (Hepp
et al.,, 2009). Em um estudo realizado em 2007 pela Campanha para
Cosméticos Seguros, a presenca de chumbo foi detectada em 61% das
amostras analisadas, com concentracdes variando de 0,03 a 0,65 pg g™ (CSC,
2007).

Apesar de, o chumbo presente em batons ser considerado como uma
uma fonte pequena de exposicdo quando comparado com outras fontes como
agua, alimentos ou ar, a exposicdo ao metal decorrente do uso de tal produto
nao deve ser neligenciada. Como o chumbo pode se acumular no organismo
ao longo do tempo, a aplicacao repetitiva de batons contendo o metal pode
levar a niveis significativos de exposi¢cdo, visto que alguns dos ingredientes
presentes nos batons podem penetrar a pele e atingir 6érgdos internos vitais
através da circulacdo. Além disso, os batons apresentam o risco de ingestédo
oral direta, o que pode agravar os efeitos negativos do chumbo no organismo
(Wang et al., 2008).

3.4.4.2. Amostras de Sombra

Apoés otimizacdo e validacdo, o método baseado na amostragem em
suspensao para determinacao de chumbo em amostras de sombra por GF AAS
foi empregado na determinacdo do metal em 15 amostras de sombra de
diferentes marcas, cores e origens (Tabela 3.13). Como verificado nos estudos
para determinacdo de Pb em amostras de batom, as amostras de sombra

importadas da China apresentaram um maior teor do analito, com
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concentracdes variando de 0,41 a 7,08 pg g™. Tal fato pode estar relacionado
com um menor rigor e controle das matérias primas e dos processos utilizados
na fabricagdo dos produtos cosméticos no pais. As amostras fabricadas no
Brasil apresentaram concentracées de chumbo na faixa de 2,49 a 4,41 pg g™ e
as amostras importadas da Franca e dos Estados Unidos foram as que
apresentaram o menor teor do metal com concentracées de 0,53 a 2,07 ug g .

Um maior teor de chumbo foi detectado em amostras de sombra de
cores escuras, em comparagcdo com as cores claras. O que pode estar
relacionado aos Oxidos metalicos presentes nos pigmentos usados na
formulagdo. As concentracbes de chumbo encontradas nas amostras de
sombra analisadas neste trabalho sdo semelhantes as relatadas por Atz e
colaboradores na avaliacdo do metal em amostras de sombra de maior
popularidade comercializadas no mercado brasileiro, as quais variaram de 1,12
a 8,49 pg g*. JA4 em um estudo realizado por Sainio e colaboradores, a
concentracdo de chumbo nas amostras em estudo variou de 0,12 a 16,8 ug g*
( Sainio et al., 2000).

Tabela 3.14. Concentragdo de chumbo nas amostras de sombra.

Amostra Pais de Origem Cor Pb (ug g™) n=3
1 China Branco 0,41 + 0,09
2 China Azul 6,35+ 0,1
3 China Verde 6,56 + 0,08
4 China Rosa 5,99 + 0,04
5 China Grafite 7,08 + 0,07
6 Brasil Branco <LD
7 Brasil Azul 2,81 + 0,08
8 Brasil Verde 3,563+ 0,07
9 Brasil Rosa 2,49 + 0,06
10 Brasil Grafite 4,41 + 0,08
11 Brasil Marrom 2,53 +0,07
12 Estados Unidos Grafite 2,07 £ 0,02
13 Estados Unidos Marrom 0,92 £ 0,06
14 Franca Rosa 0,53 +0,05
15 Franca Verde 1,92 £ 0,05
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As concentracbes de chumbo encontradas nas amostras de sombra
foram superiores aquelas encontradas nas amostras de batom, e isto se deve
ao fato de a matriz do batom ser composta basicamente por ceras e 06leos,
apresentando uma menor proporcdo de oxidos inorganicos. Além disso, existe
um maior controle das impurezas presentes nos componentes usados nas
formulacbes dos batons, pelo fato de tais produtos serem aplicados
diretamente sobre os labios, podendo ser parcialmente ingeridos. Porém,
embora, as sombras ndo possuam risco de ingestédo oral direta, é preciso levar
em consideracdo a alta sensibilidade da regido ocular, a qual apresenta a pele

mais fina do rosto, facilitando a penetracdo de metais téxicos.

3.5. CONCLUSAO

Nesta parte do trabalho, métodos empregando solubilizacédo alcalina das
amostras de batom e amostragem em suspensao para as amostras de sombra,
com posterior quantificacdo de chumbo por espectrometria de absorgéo
atomica em forno de grafite foram desenvolvidos. Condi¢des ideais de preparo
das amostras foram estabelecidas mediante aplicacdo de otimizacao
multivariada e o programa de temperatura para cada método otimizado através
de curvas de pirélise e atomizacdo. Os parametros analiticos obtidos
comprovaram a viabilidade dos métodos para a determinacdo de chumbo a
niveis de traco nas amostras de batom e sombra. Os procedimentos de
amostragem em suspensdo e solubilizacdo de amostras com TMAH se
mostraram altamente atraentes, principalmente no que diz respeito a
diminuicdo de custos e tempo de andlise, simplificando assim as etapas de
preparo das amostras.

Chumbo foi detectado na maioria das amostras de batom e sombra
analisadas, sendo que maiores teores do analito foram encontrados nas
amostras de cores escuras importadas da China. Os resultados obtidos nas
analises das amostras de batom e sombra demonstram a necessidade de um

maior controle de qualidade na producdo dos produtos cosmeéticos e do
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estabelecimento de legislacdes especificas que possam controlar a presenca

de metais toxicos em tais produtos.
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CAPITULO 4 - DETERMINACAO DIRETA DE NIQUEL EM
PERFUMES POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA
EM FORNO DE GRAFITE
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4.1. INTRODUCAO

O uso de fragrancias comecou com uma pequena elite (reis, farads,
imperadores e monarcas) e com significados religiosos. A partir do século vinte,
com a combinac¢do da quimica e da revolugdo industrial o uso de perfumes se
difundiu no mundo todo, Nos dias atuais o0 setor da industria quimica voltado
para a producéo de produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos vem
crescendo continuamente e paralelamente aumentam o0s casos de
adulteracdes e falsificagbes envolvendo estes produtos (Dias & Silva, 1996)

As fragrancias caracteristicas dos perfumes foram obtidas durante muito
tempo exclusivamente a partir de 6leos essenciais extraidos de flores, folhas,
raizes e de alguns animais selvagens. Esses 0leos receberam o nome de Gleos
essenciais porque continham a esséncia, ou seja, aquilo que confere a planta
seu odor caracteristico. Embora os 6leos essenciais sejam ainda hoje obtidos a
partir dessas fontes naturais, tém sido substituidos cada vez mais por
compostos sintéticos. Os quimicos ja identificaram cerca de trés mil éleos
essenciais, sendo que cerca de 150 sdo importantes como ingredientes de
perfumes (Teixeira et al., 2009). A concentracdo de tais 6leos em perfumes
determina a intensidade, longevidade, e preco do produto. Geralmente, a
porcentagem de esséncias € de 20 a 40% em extratos de perfume; de 10 a
30% em aguas de perfume; de 2 a 5% em &aguas de colbnia e de 1 a 2% em
deocolbnias (Dias & Silva, 1996).

Os perfumes fazem parte do dia-a-dia da sociedade moderna e embora
sejam aplicados topicamente, um ou mais de seus componentes podem
permear a barreira cutdnea, sendo parcial ou totalmente absorvidos
(Castanedo-Tardan & Zug, 2009), podendo assim causar algum maleficio para
0S usuarios. Para minimizar os riscos que estes produtos podem oferecer a
saude da populagcédo, antes de serem comercializados, os mesmos devem
passar por uma avaliacdo de seguranca, na qual 0s seguintes parametros
devem ser analisados: categoria do produto, condi¢cdes de uso, concentragcéo
de cada componente na formulacdo, quantidade de produto em cada aplicacéo,
frequéncia de uso, local de contato direto com o produto, superficie total de
pele ou de mucosa onde o produto € aplicado, duracéo do contato, consumidor
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alvo, possiveis desvios no emprego (uso inadequado ou acidental) do produto
(Giovani et al., 2006).

Quanto aos perfumes infantis, as formulacdes requerem um cuidado
especial. Uma das condicbes essenciais € que sejam excluidos todos os
ingredientes que possam constituir uma potencial agressao cutanea. Esta
premissa € obviamente extensivel a todos os perfumes, mas sem duvida mais
dificil de executar nos produtos para aplicagdo sobre a fragil pele das criancas
(Nichols & Cookbolden, 2009). O ideal é que todos os perfumes infantis sejam
dermatologicamente testados ou hipoalergénicos (Lahti et al., 2003)

Apesar de toda preocupacdo por parte dos orgéaos fiscalizadores, 0 uso
de perfumes resulta com frequéncia em processos irritativos e dermatites de
contato. A sensibilizacdo ao niquel representa uma das principais causas
dessas reacdes, 0 que torna fundamental o monitoramento de tal metal em
formulag6es de uso adulto e infantil (Biebl & Warshaw, 2006).

Assim sendo, o desenvolvimento de novos métodos para analise de
contaminantes inorganicos em perfumes, € considerado de extrema
importancia, seja devido as possiveis contaminacdes e adulteracdes que
podem ocorrer durante as etapas de processamento, acondicionamento e
armazenagem dos produtos, ou para avaliar a exposicdo dos consumidores a

certos compostos téxicos.

4.2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este trabalho visa otimizar e validar um método de andlise para
determinacao direta de niquel em perfumes por espectrometria de absorcéo

atomica em forno de grafite.
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Objetivos Especificos

e Otimizacdo multivariada das condi¢cdes experimentais do GF AAS para
determinacao de Ni em amostras de perfumes.

e Validacdo do método, de forma a garantir a confiabilidade dos resultados
obtidos pelo método proposto.

e Determinacdo e comparacao da concentracdo de Ni em diferentes tipos

de perfumes, nacionais e importados, de uso adulto e infantil.

4.3. PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1. Reagentes e Solugdes

Todas as solugdes foram preparadas usando agua deionizada
(resistividade de 18,2 MQ cm™), obtida por num sistema Direct-Q (Millipore,
Billerica, MA, USA). Solucdes de referéncia de niquel foram preparadas em 5%
v/v de &cido nitrico por diluicdes da solucdo estoque 1000 mg L™, obtida a
partir de uma ampola titrisol (Merck, Darmstadt, Alemanha). Solu¢des 1000 mg
L™ dos metais iridio, niébio, titanio, tantalo, ruténio, rédio e zirconio obtidas da
Fluka (Fluka, Buchs, Switzerland) foram utilizadas como modificadores
permanentes no tratamentos dos tubos de grafite. Uma solucdo de paladio
1000 mg L™ obtida da Ultra Scientific (North Kingstown, RI, USA), foi utilizada

como modificador quimico em solucao.

4.3.2. Instrumentacao

Um espectrébmetro de absor¢cdo atdmica Perkin Elmer (Norwalk, CT,
USA) AAnalyst 400, equipado com forno de grafite (HGA 800), com correcao
de fundo por lampada de deutério e amostrador automatico (AS-800), foi

utilizado para realizagdo das analises. Foi utilizada uma lampada de catodo-
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oco para Ni da Perkin, operando nas condi¢cdes recomendadas pelo fabricante
comprimento de onda de 232 nm, corrente de 40 mA e fenda de 1,80/1,35 nm).
O volume de amostra injetado no tubo de grafite pelo pipetador automatico foi
de 20 pL e as medidas foram baseadas em valores de absorbancia integrada.
Como gas de purga foi usado argdnio de alta pureza (99,996% da White

Martins, Belo Horizonte, MG, Brasil).

4.3.3. Tratamentos dos tubos de grafite

Tubos de grafite pirolitico com plataforma de L'Vov inserida (Perkin
Elmer, Norwalk, CT, USA) foram tratados, independentemente, como descrito

no item 2.3.3.

4.3.4. Amostras

Foram analisadas amostras de aguas de perfume; dguas de colbnia e
deocolbnias nacionais e importadas, de uso adulto e infantil. Esséncias usadas
em formulacbes de “perfumes genéricos”, adquiridas no comércio local,
também foram analisadas.

As amostras foram submetidas a analise direta, sem nenhum tratamento

prévio.

4.3.5. Otimizacdo das condi¢cBes analiticas

Inicialmente, as andlises de perfumes foram realizadas utilizando
diferentes modificadores permanentes, sob as condi¢cdes recomendadas pelo
fabricante para as etapas de pirolise, atomizacdo e limpeza. Foram avaliados
0S metais iridio, nidbio, titanio, tantalo, ruténio, rodio e zircbnio como
modificadores permanentes, sendo escolhido aquele que possibilitou maior
intensidade para o sinal de absorbancia, menor desvio padrao relativo e melhor

correcéo de fundo.
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Para otimizacdo do programa de temperatura e avaliacdo do modificador
convencional (Pd), optou-se por um planejamento fracionario 2*' para
selecionar os variaveis que mais influenciariam na resposta analitica. As
variaveis estudadas foram modificador quimico paladio (sem e com), tempo de
pirélise (10 e 20 s) e temperaturas de pirélise (1200 e 1600 °C) e atomizacéo
(2200 e 2600 °C). Apo6s a realizacdo do planejamento fracionario para triagem,
os fatores significativos foram selecionados e a metodologia de andlise de

superficie de resposta foi empregada para obtencao das condi¢cfes otimas.

4.3.6. Validacdo do método analitico

Foram avaliados os parametros analiticos correspondentes ao efeito de
matriz, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e
veracidade. Estes parametros, com excessdo da veracidade, foram
determinados como apresentado no capitulo 2.

Como materiais de referéncia certificados de perfume nao estao
disponiveis comercialmente, ndo foi possivel utilizar esse procedimento para
avaliar a veracidade. Por isso, tal parametro foi investigado por ensaios de
adicdo e recuperacdo, realizados em triplicata, em trés diferentes niveis de

concentragéo, correspondentes a 2,0; 10,0 e 20,0 pug L™

4.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1. Otimizagcdo das condicbes para determinacdo direta de Ni em

perfumes por GF AAS

A amostra utilizada na otimizacdo do método foi previamente analisada,
de forma a se obter uma estimativa do teor de Ni presente. Como a
absorbancia do analito foi considerada satisfatéria, a amostra de perfume

usada nesta etapa néao foi fortificada.
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Os resultados obtidos para os diferentes modificadores permanentes
avaliados para a determinacdo de Ni em perfumes séo apresentados na Tabela
4.1. Entre os modificadores permanentes avaliados, o titanio apresentou maior
intensidade para o sinal de absorbéncia, menor desvio padrdo e melhor
correcdo de fundo nas analises de perfume por GF AAS (Figura 4.1). As
andlises foram realizadas em triplicata nas condi¢cdes recomendadas pelo
fabricante para as temperaturas de pirélise (1400 °C) e atomizacéo (2500 °C).

Tabela 4.1. Sinais analiticos obtidos, utilizando modificadores permanentes na

determinacgédo de Ni em perfume por GF AAS.

Modificador Permanente Absorbéancia Integrada Absorbéancia de Fundo

Sem modificador 0,046 + 0,004 0,008
Zirconio 0,053 + 0,003 0,013

Rédio 0,060 + 0,002 0,003

Ruténio 0,075 + 0,002 0,002

Niobio 0,074 + 0,003 0,009

Tantalo 0,084 = 0,003 0,003

Iridio 0,067 + 0,002 0,006

Titanio 0,094 + 0,001 0,0003

Ni 232.00

0.090

Absorbance

0.000 o I

00 ! Time (sec) j j 50
Pk Ht - AAZ 0.0827 A BG:0.0012A
Pk Area - AAZ0.0949 A-s BG: 0.0003 A-s

Figura 4.1. Perfil do sinal analitico obtido utilizando Ti como modificador permanente

na determinacdo de Ni em perfume por GF AAS
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A Tabela 4.2 apresenta o programa de temperatura usado durante a
etapa de otimizagcdo do método proposto para determinacdo de niquel em

amostras de perfume.

Tabela 4.2. Programa de temperatura do forno de grafite usado na otimizagdo do

método para determinacdo de Ni em perfumes.

Etapa Temperatura Rampa Permanéncia  Fluxo de argbnio
(°C) (s) (s) (mL min™)

Secagem 100 5 20 250

Secagem 140 15 15 250

Pirdlise é 10 ¢ 250
Atomizacao b 0 5 0

Limpeza 2600 1 5 250

Resfriamento 30 1 10 250

abey/ariaveis otimizadas.

A matriz de planejamento e os resultados obtidos no planejamento 2**
sdo apresentados na Tabela 4.3. As respostas analiticas obtidas, através dos
resultados experimentais, foram inseridas no programa Statistica 6.0, 0 que
permitiu avaliar as interagdes entre as variaveis estudadas e a sua influéncia

sobre a resposta analitica de interesse.

Tabela 4.3. Matriz do planejamento 2** e absorbancias obtidas para otimizacdo das

variaveis para andlise direta de Ni em perfume por GF AAS.

Temperatura de  Temperatura de Tempo de Modificador Absorbancia
pirdlise (°C) atomizacéo (°C) pirélise (s) quimico (Pd) integrada (A s™)
1200 2200 10 sem 0,110 £ 0,003
1600 2200 10 com 0,137 £ 0,002
1200 2600 10 com 0,198 £ 0,002
1600 2600 10 sem 0,193 £ 0,001
1200 2200 20 com 0,126 £+ 0,001
1600 2200 20 sem 0,116 £ 0,002
1200 2600 20 sem 0,193 £ 0,002
1600 2600 20 com 0,191 £+ 0,001
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Com os resultados foi construido o grafico de Pareto (Figura 4.2) onde
observa-se que as varidveis correspondentes as temperaturas de pirélise e
atomizacdo e uso de modificador quimico em soluc¢do, juntamente com a
interacdo entre temperatura e tempo de pirdlise, apresentaram efeito
significativo na absorbancia, ao nivel de 95% de confianca. O valor negativo (-
104,21) para o efeito da temperatura de pirdlise indica que o valor de
absorvancia integrada aumenta em temperaturas de pirdlise mais baixas. O
valor positivo da temperatura de atomizacdo (12,91) indica que quando se

passa de 2200 °C para 2600 °C ocorre um aumento na resposta analitica.

1
1
@1PCC) : -104,218]
1
1
1
(4)Modificador | 15,75602
1
1
A °C) i 12,90855

1
1
1

1by3 | |-8,54242
1
1
1

1by 4 17593264
1
1
1

@)t,s 17593264
1
1
1

1by2 1189832
1
1
1

p=,05

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 4.2. Gréfico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial fracionario para

otimizacdo do método para determinacdo de Ni em perfumes por GF AAS.

Para melhor ajuste das variaveis correspondentes as temperaturas de
pirélise (TP) e atomizagdo (TA), foi empregado um planejamento composto
central (CCD) (Tabela 4.4). Nesse estudo foi utilizado titanio como modificador
permanente, paladio como modificador quimico em solucdo e um tempo de
pirélise de 20 segundos, uma vez que essas condi¢cdes foram estabelecidas a

partir dos estudos anteriores.
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Tabela 4.4. Matriz de experimentos e absorbancias obtidas do planejamento
composto central (CCD) para otimizagédo das variaveis significativas na determinacéo
de Ni em perfume por GF AAS.

Exp Temperatura de Temperatura de Absorbancia
Pirélise (°C) Atomizacéo (°C) Integrada
1 1200 2200 0,167 + 0,002
2 1200 2600 0,254 + 0,001
3 1600 2200 0,190 + 0,002
4 1600 2600 0,258 +0,002
5 1117 2400 0,250 + 0,030
6 1683 2400 0,247 + 0,002
7 1400 2117 0,153 + 0,003
8 1400 2683 0,264 +0,004
9 1400 2400 0,274 £ 0,001
10 1400 2400 0,279 +0,002
11 1400 2400 0,280 +0,003

A partir dos resultados dos experimentos do planejamento composto
central foi gerada uma superficie de resposta e uma superficie de contorno

(Figura 4.3), descritas pela equacédo quadratica (4.1):

Abs = -6,8456 + 0,0015*TP — 4,4895*10"*TP? + 0,0048*TA — 9,2812*10 *TA? —
1,2083*10 ' TA*TP Eq. (4.1)
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Figura 4.3. Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) obtidas na
otimizacdo final das temperaturas de pirdlise (TP) e atomizacdo (TA), para

determinagéo de Ni em perfume por GF AAS.

A partir da equacado 4.1 pode-se determinar as temperaturas de pirélise
e atomizacdo Otimas, sendo correspondentes & 1420 e 2500 °C,
respectivamente Em um estudo para determinacdo de niquel em aguas de
superficie e em &guas do mar por GF AAS as temperaturas de pirélise e
atomizacdo foram estabelecidas em 1200 e 2300 °C, respectivamente
(Bidabadi et al., 2009). Ja as temperaturas de pir6lise e atomizacdo
estabelecidas por Moreno e colaboradores (2007) na determinacdo de niquel
em amostras de vinho por GF AAS, foram de 1350 °C para a etapa de pirdlise
e de 2350 °C para a etapa de atomizacao, valores considerados préoximos aos
valores determinados pelo método proposto. A Tabela 4.5 apresenta as
condi¢cdes 6timas de andlise estabelecidas para o método de determinacgéo
direta de Ni em perfume por GF AAS.
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Tabela 4.5. Condi¢des 6timas de andlise para determinacdo direta de Ni em perfume

por GF AAS.
Variavel Otimizada Condicao 6tima
Modificador Permanente Ti
Modificador Quimico em solucao Pd
Tempo de Pirdlise 20s
Temperatura de Pirolise 1420 °C
Temperatura de Atomizacao 2500 °C

4.4.2. Validacdo do método

4.4.2.1. Linearidade e Efeito de matriz

Para verificacdo da linearidade e do efeito de matriz do método
proposto, preparou-se em triplicata uma curva de calibracdo por padrbes
externos e uma curva por ajuste de matriz nos niveis de concentracao de 2,5;
5,0; 12,5; 25,0; e 50,0 ug L™ de niquel. Tanto a curva de calibracdo por
padrdes externo (y = 0,0059x + 0,0013) como a curva por ajuste de matriz (y =
0,0061x + 0,0056), apresentaram uma linearidade satisfatoria na faixa de
trabalho escolhida, com coeficiente de determinacéo (R?) superior a 0,99.

No estudo do efeito de matriz, aplicou-se o teste F (Snedecor) de
homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de comparacao de médias
(Tabela 4.6) e valores obtidos para os parametros indicaram que ndo houve
diferenca significativa entre as inclinagdes e os interceptos das curvas de
calibracdo obtidas por padrbes externos e por ajuste de matriz, ao nivel de
confianca de 95%. Desta forma se concluiu que a matriz ndo afeta o ensaio, o
gue pode ser confirmado através da figura 4.4 onde sao apresentadas as duas
curvas de calibracdo avaliadas. Assim, curvas de calibracdo por padrbes

externos foram utilizadas ao longo dos estudos posteriores.
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Tabela 4.6. Valores dos parametros t e F para as curvas analiticas obtidas no estudo

do efeito de matriz.

Fealculado ta (Inclinagéo) t, (Intercepto)
1,75 (Fcritico :2133) 1,85 (tcritico = 2104) 1,69 (tcritico = 2104)

Perfume
0.35

0.3
y =0.0059x + 0.0013

0.25 R?=0.9983

o
]

® Aguosa
4 Ajuste de Matriz

Absorbancia
o
=
(¥a]

0.1

y=0.0061x+ 0.0056
R?=0.9965

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
(Concentragao de Pb ug L)

Figura 4.4. Curva de calibracdo para solu¢des padrdo de Ni em concentra¢cfes de 0,0
a50,0pug L™

4.4.2.3. Limites de deteccéo e quantificacao

Para determinacdo dos limites de detecdo e quantificacdo do método,
foram realizadas medidas de 10 brancos independentes e os valores de LD e
LQ foram calculados como descrito no item 2.3.7.3. Os valores obtidos para os
limites de deteccéo e quantificagéo foram de (0,52 £ 0,01) e (1,74 £ 0,04) pg L~
! respectivamente. Apesar de ndo serem encontrados dados relacionados a
determinacao de Ni em perfumes, observa-se que os valores obtidos para tais
parametros sdo da mesma ordem de grandeza que o0s valores presentes na

literatura para outras matrizes e sdo adequados para o controle de qualidade
132



de perfumes, visto que sao limites que podem ser considerados baixos. Em um
estudo para determinagédo de elementos traco em vinhos argentinos por GF
AAS, os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para o niquel foram da
ordem de 5,01 e 16,7 pg L™, respectivamente (Lara et al., 2005). Em outro
trabalho, para determinacdo de Ni em aguas de superficie e em aguas do mar
por GF AAS, Bidabadi e colaboradores (2009), obtiveram um valor de 0,30 ug
L™ para o limite de deteccéo e de 1,00 pg L™ para o limite de quantificacéo.

Ao se avaliar a massa caracteristica (mp), pode-se verificar que o
meétodo apresentou uma boa sensibilidade, visto que o valor determinado para

tal parametro (13,4) foi inferior ao valor recomendado pelo fabricante (15,0 pg).

4.4.2.4. Precisao

A precisdo do método proposto foi avaliada em termos de repetitividade
e precisdo intermediaria com uma amostra branca fortificada com o analito nas
seguintes concentragdes: 2, 10 e 20 ug L™ (n = 7). Os resultados obtidos foram
expressos em termos de coeficientes de variacao (CV,%) (Tabela 4.7). Para a
avaliacdo da precisdo intermediaria as amostras foram analisadas pelo mesmo
analista, no mesmo equipamento, sob as mesmas condicbes de uso, em
diferentes dias (1 dia, 1 semana e 1 més). Como os coeficientes de variacao
determinados foram inferiores a 5%, pode-se afirmar que o método proposto
para determinacdo de Ni em perfume apresenta repetitividade e precisao
intermediaria adequadas, ja que de acordo com as normas estabelecidas pelo
INMETRO (2010), sdo aceitaveis coeficientes de variagdo de até 10% para

concentracdes superiores a 100 ng g .
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Tabela 4.7. Repetitividade e precisao intermediaria obtidas pelo método proposto em

trés niveis de concentracao para determinacao Ni em perfume por GF AAS.

Niveis de Concentracdo  Repetitividade Preciséo Intermediaria

(Mg L™ (CV %, n =7) (CV %, n = 21)
2,0 3,6 4,9
10 2,3 4,3
20 3,3 3,7

4.4.25. Veracidade

A veracidade foi avaliada por estudos de adicdo e recuperacdo
empregando uma amostra branca de perfume fortificada em 3 diferentes niveis
de concentracdo. As recuperacdes variaram de 87 a 109 % (Tabela 4.8) e
pode-se concluir que a veracidade obtida pelo método proposto foi adequada.

Segundo Ribani et al., (2004) recuperacoes entre 80 e 120% sao aceitaveis.

Tabela 4.8. Recuperacgfes (%) obtidas para Ni na avaliacdo da veracidade do método

proposto.
Concentracéo de Ni (ug L™) Valor determinado Recuperacao
(ug L™, n=3) (%, n=3)
2,00 1,90 + 0,04 871
10,0 9,90 £+ 0,09 99+9
20,0 21,6+0,2 109+3

4.4.3. Quantificacao de Ni nas amostras de perfumes

Para a quantificacdo do analito de interesse nas amostras de perfumes,
utilizou-se curvas de calibracdo por padrdes externos e as andlises foram
realizadas em triplicata, sob as condi¢cdes oOtimas de analise previamente

estabelecidas. Foram analisadas amostras de esséncias disponiveis no
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comércio local para manipulagdo de “perfumes genéricos” (Tabela 4.9),
amostras de aguas de coldnia de uso infantil (Tabela 4.10), amostras de aguas
de colénia e deocolénias (Tabela 4.11) e amostras de &guas de perfume
(Tabela 4.12).

Tabela 4.9. Concentracdo de Ni nas amostras de esséncias.

Amostras Concentracéo (ug L™)
1E <LQ)
2E <LQ
3E <LQ
AE <LQ
5E <LQ
6E <LQ
7E <LQ

Tabela 4.10. Concentragdo de Ni nas amostras de aguas de coldnias infantis.

Amostras Concentracéo (ug L™)
1l <LQ)
21 <LQ
3l <LQ
41 <LQ
51 1,77 £ 0,05
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Tabela 4.11. Concentracdo de Ni nas amostras de aguas de coldnia e deocolbnias de

uso adulto, nacionais e importadas.

Amostras Concentracéo (ug L™)
1C* <LQ)
2C* <LQ
3C* <LQ
4C* <LQ
5C** <LQ)
6C** <LQ
7C** <LQ
8cC* <LQ
oC* <LQ
10C* 2,37 £0,01
11C* 2,66 £ 0,05
12C** 3,06 0,01
13C** 3,48 0,01
14C* 3,73+ 0,06
15C** 3,90+ 0,10
16C* 4,45 + 0,01
17C* 5,49 + 0,01
18C* 6,05 + 0,01
19C** 9,20 £ 0,01
20C* 12,7+ 0,01

*Produto nacional
**Produto importado

136



Tabela 4.12. Concentragdo de Ni nas amostras de aguas de perfume de uso adulto,

nacionais e importadas.

Amostras Concentracao (ug L™)
1p* <LQ
2p* 427 +0,01
3p* 4,60 + 0,20
4P* 6,63 £ 0,02
S 7,13+ 0,03
GP** 8,24 + 0,03
7P 9,22 + 0,05
8pP* 10,30 + 0,02
gp** 14,20 £ 0,01

10P** 12,10 + 0,02
11pP* 13,50 + 0,03
12P** 15,60 + 0,05
13P** 17,10 £ 0,02
14p** 18,30 + 0,09
15P** 18,50 + 0,02
16P** 19,60 + 0,02
17pP** 19,80 + 0,03
18P** 21,70 £ 0,02

*Produto nacional
**Produto importado
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Como pode ser observado na Tabela 4.9, as amostras de esséncias,
com excecdo da amostra 7E, apresentam uma concentracao de Ni inferior ao
limite de quantificdo. Com relacdo as amostras de colbnias infantis, aguas de
colonia e aguas de perfume, observa-se um maior teor de Ni nas amostras de
aguas de perfume (Figura 4.5), sendo observada uma maior concentracdo do
analito nas amostras de aguas de perfume importadas. Nas 4guas de coldnia e
deocoldnia, as concentracbes de Ni variaram de < LQ a 12,7 pg L™ nos
produtos nacionais avaliados e de < LQ a 9,20 pg L™ nos produtos importados.
Ja nas aguas de perfume a concentracdo de Ni variou de < LQ a 13,50 ug L*
nas amostras nacionais e de 7,13 a 21,7 pg L™ nas amostras importadas.
Pode-se verificar que tanto produtos nacionais como importados apresentam
uma ampla varia¢do na concentracdo de Ni.

Segundo Teixeira e colaboradores (2009) aguas de perfume possuem
uma maior quantidade de esséncia do que aguas de colbnias e deocolbnias,
possuindo assim um maior poder de fixacdo. Apesar da concentracdo de Ni
nas esséncias geneéricas ser muito baixa, acredita-se que a maior concentracao
de niquel presente nas amostras de aguas de perfume, possa estar
relacionada com a quantidade de esséncia adicionada e com a qualidade do
perfume, que é traduzido pelo maior poder de fixacdo do mesmo. Os perfumes
gue apresentaram as maiores concentracdes de Ni sdo de marcas conhecidas
e comercialmente bem estabelecidas. Uma outra hipotese € que o Ni
encontrado nestes perfumes seja residuo de catalisadores utilizados na sintese
de compostos empregados na fabricagdo de perfumes, como limoneno,
eugenol, geraniol, etc. (Cerro-Alarcon et al., 2006). Infelizmente, tal fato € de
dificil comprovacéao, pois os fabricantes guardam as formulas como segredos
(sé@o protegidas por lei) o que torna impossivel o acesso a real composi¢ao dos
perfumes.

Apesar de sua fonte ser de dificil comprovacao, a presenca de niquel em
perfumes péde ser comprovada pelo método proposto. E sua presenca em
perfumes, principalmente em produtos infantis, mesmo que em baixas
concentracbes nao deve ser negligenciada, devido ao seu alto poder em
causar dermatites de contato e outras reagfes alérgicas (Torres et al., 2009).
Além disso, como o consumo de perfumes, se caracteriza pela aplicacdo do
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produto diariamente sobre a pele, a presenca do metal, pode levar a uma

exposicdo cronica, podendo causar danos a saude humana (Menné, 2003).

25
M Perfumes infantis

50 4 HAguasde colénia

H Aguas de perfume
15 4

10 -

i .IIH.“mwM

Amostras

Concentragdo de Ni {pg/L)

Figura 4.5. Comparacdao dos teores de niquel em amostras de colbnias infantis, 4guas
de colbnias e aguas de perfume.

4.5. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi otimizado e validado um método para determinacdo
direta de niquel em perfumes por espectrometria de absor¢édo atdbmica em forno
de grafite. Condicbes ideais de analise como modificador permanente,
modificador quimico em solucdo, temperatura de pirélise, temperatura de
atomizacdo e tempo de pirélise, foram avaliadas no sentido de otimizar o
método proposto.

Os resultados obtidos para os parametros de validacdo, como
linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e exatidao
indicaram que o método proposto € eficiente e confidvel para determinacéo de
niguel em amostras de perfume. Apresentando alta sensibilidade, com limites

de deteccdo e quantificacéo na ordem de 0,52 e 1,74 ug L™, respectivamente.
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Quanto ao teor de niquel presente nas amostras analisadas, observa-se
uma maior concentracdo do metal em amostras de aguas de perfume
importadas e uma baixa concentragdo nas amostras de perfumes infantis e nas

amostras de deocolbnias.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como foco principal o desenvolvimento de
métodos simples e répidos para determinacdo de metais toxicos, mas
precisamente chumbo e niquel, em produtos cosméticos (perfumes, tinturas
capilares e maquiagem) e em amostras de cabelo humano, por espectrometria
de absorcéao atdomica em forno de grafite.

Procedimentos de amostragem em suspensao foram empregados com
sucesso no preparo das amostras de tintura, cabelo e sombra, visto que as
suspensdes obtidas apresentaram estabilidade e homogeneizacdo adequadas
para realizacdo das analises por GF AAS. Ja no preparo das amostras de
batom, devido ao alto teor de gordura da matriz, empregou-se o procedimento
de solubilizacdo alcalinas das amostras. As solucdes resultantes apresentaram
aspecto de uma suspensdo, sendo estaveis e homogéneas a temperatura
ambiente. As amostras de perfume, foram submetidas a analise direta, sem
nenhum tratamento preévio.

Como a GF AAS é uma técnica monoelementar, na qual o programa de
temperatura deve ser otimizado para cada metal e para cada matriz em estudo,
a determinacdo dos diversos contaminantes inorgénicos, que podem estar
presentes nos produtos cosmeéticos, mostrou-se inviavel por questdes de prazo
a ser cumprido. Assim, como o chumbo, € um dos metais de maior toxicidade,
optou-se pelo desenvolvimento de métodos para sua determinacdo em tinturas,
cabelo, batom e sombra. J& nas analises de perfumes, como existem diversos
relatos de alergias decorrentes do uso de tais produtos, optou-se por avaliar a
presenca de niquel, visto que a sensibilizacdo ao metal pode ser considerada
como uma das principais causas de dermatite de contacto alérgica. Os estudos
realizados demonstraram a potencialidade das estratégias de preparo de
amostras empregadas neste trabalho para a analise de cosméticos. Acredita-se
gue estas estratégias possam ser utilizadas para outros analitos em matrizes
iguais ou semelhantes as avaliadas nesta tese.

Os métodos desenvolvidos se mostraram eficientes e confiaveis,
permitindo a determinacdo dos metais a niveis de traco nas amostras em

estudo. Chumbo foi detectado na maioria das amostras de tintura, batom e
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sombra analisadas. Nas analises de cabelo, maiores concentracdes de chumbo
foram encontradas nas amostras de usudrios de tintura capilar, o que indica
uma contribuicdo destes produtos para o aumento das concentracdes de
chumbo no organismo. Quanto ao teor de niquel presente nas amostras de
perfume pode-se constatar uma maior concentracdo do metal em amostras de
aguas de perfume importadas.

Dessa forma, os resultados obtidos nas analises dos produtos
cosmeticos, demonstram a necessidade de um maior controle de qualidade na
producdo de tais produtos e o estabelecimento de legislacbes especificas e
eficazes que possam controlar a presenca de metais toxicos nos produtos

disponiveis para o consumidor.
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ANEXOS
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QUESTIONARIO PREENCHIDO PELOS DOADORES DE AMOSTRAS DE
CABELO

Nome:

Cidade:

Idade:

Sexo:

Fumante?

Usa tintura de cabelo?

Qual o tipo de tintura utilizada (p6, creme, xampu...)?

A quanto tempo faz uso de tinturas?

Qual foi a dltima vez que tingiu o cabelo?
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