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RESUMO

APLICACAO DE METODOS QUIMIOMETRICOS PARA A DETERMINACAO DE
CONSTITUINTES INORGANICOS EM LEITE MATERNO POR ICP-MS E ICP OES

O leite materno constitui-se na unica fonte de nutrientes durante os primeiros meses de
vida da crianga e conseqiientemente, sua composicao elementar ¢ de fundamental importancia
para o crescimento infantil ¢ o correspondente estado de satide desejado. Neste trabalho,
quantificamos os seguintes elementos 27Al, 53Cr, >>Mn, *"Fe, 6ONi, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 7886, 82Se,
2¢q, Med, 2°°pb, 2%pb, *®Ba, °'V, ¥Co e "As por ICP-MS e por ICP OES os elementos
Ca, K, Mg, Na, Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ba, Al, Cd, Pb, V, Ni, Co e Li, todos presentes em leite
materno colostro e maduro. Neste estudo também foi realizada a verificacdo dos métodos de
regressao linear, Método dos Minimos Quadrados Ordinario (MMQO) e o Método dos
Minimos Quadrados Ponderado Absoluto (MMQPA), utilizados para fazer a calibracdo do

método analitico, por ser esta uma importante etapa do processo analitico. A avaliagcdo do

. . . . ege , . 2 ,
ajuste escolhido, foi realizada utilizando os residuos padronizados ¢ o y,,. Também

utilizamos as curvas do limite de confianga do ajuste, juntamente com a reta de calibragdo, e
as curvas do limite de previsdo do ajuste, para termos uma melhor estimativa de possiveis
valores espurios (outlier), ou seja, valores que ndo pertencem a mesma populagdo de dados.
Comparamos varios métodos para expressar os limites de deteccdo e de quantificacdo dos
métodos analiticos, demonstrando a grande dificuldade que temos quando da escolha destes
métodos, por ndo termos nenhuma padronizacdo de qual método utilizar. A precisdo das
analises realizadas por [CP-MS, expressa como desvio padrao relativo (R.S.D.), foi melhor ou
igual a 3,4% e para as andlises feitas por ICP OES, a precisao foi melhor ou igual a 3,3%.
Para avaliar a exatiddo dos métodos, estudos envolvendo adigdo e recuperagdo de analito
também foram utilizados. As recuperagdes para as analises realizadas por ICP-MS, foram na
faixa de 80,8 - 110,9% e para as analises realizadas por ICP OES, estiveram na faixa de 83,1 -
117,3%. Os valores obtidos tanto para o ICP-MS quanto para o ICP OES, comparados com os
valores recomendados, no material de referéncia certificado, apresentaram concordancia entre
si, para um nivel de confianga de 95%. Com isso, podemos concluir que os métodos propostos
sdo adequados para determinagdo de elementos analisados por ICP-MS e por ICP OES,
presentes em leite materno. Verificamos também que ndo existe diferenca significativa entre

os dois métodos, sendo possivel a determinagdo dos metais estudados em ambas as técnicas.



ABSTRACT

APPLICATION OF CHEMOMETRICS METHODS FOR DETERMINATION OF
INORGANIC CONSTITUINTS IN HUMAN MILK BY ICP-MS AND ICP OES

The human milk is constituted in the only source of nutrients during the first
months of the child's life and consequently, its elementary composition is of fundamental
importance for the infantile growth and the correspondent wanted health condition. In this
work, we quantified the elements 2TAl, 3Cr, 3Mn, *"Fe, *Ni, %Cu, *Zn, Zn, ®Se, *Se,
12¢q, "cd, 2%pb, %®pb, **Ba, 'V, *Co and "As by ICP-MS; and by ICP OES, the
elements Ca, K, Mg, Na, Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ba, Al, Cd, Pb, V, Ni, Co and Li, all presents in
mature and colostrums human milk. In this study it was also made the verification of the
methods of linear regression, OLS (Ordinary Least Square) and (WLS) Weighted Least
Square , used to do the calibration of the analytical method, for being this an important stage

of the analytical process. The evaluation of the chosen adjustment, it was accomplished using

the standardized residues and the . We also used the curves of the confidence limits of the

adjustment, together with the calibration curve line, and the curves of the prediction limits of
the adjustment, for terms a better estimate of possible spurious values (outlier), in other
words, values that don't possess the same population of data. We compared several methods
to express the detection and quantification limits of the analytical methods, demonstrating the
great difficulty that we have when of the choice of these methods, for we have not any
standardization of which method to use. The precision of the analyses accomplished by ICP-
MS, expressed as relative standard deviation (R.S.D.), it was better or equal to 3.4% and for
the analyses made by ICP OES, the precision was better or equal to 3.3%. Para to check the
accuracy of the methods, studies involving spike and recovery was also used. The recoveries
for the analyses accomplished by ICP-MS, were in the range of 80.8 — 110.9% and for the
analyses accomplished by ICP OES, were in the range of 83.1 — 117.3%. The values obtained
as by ICP-MS as by ICP OES, compared with the recommended values in the certified
reference material, presented agreement amongst themselves, for a confidence level of 95%.
With that, we can conclude that the proposed methods are adapted for quantification of the
elements analyzed by ICP-MS and by ICP OES, presents in human milk. We also verified
that significant difference doesn't exist among the two methods, being possible the

determination of the studied metals as by ICP-MS as ICP OES.
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Capitulo 1

Introducdo




1-INTRODUCAO

O leite materno constitui-se na unica fonte de nutrientes durante os primeiros meses de
vida da crianga e conseqiientemente, sua composi¢ao elementar ¢ de fundamental importancia
para o crescimento infantil ¢ o correspondente estado de saude desejado. Certos micro—
constituintes essenciais mantém a integridade estrutural e funcional da crianca em
crescimento, de tal modo que uma deficiéncia ou excesso do mesmo pode induzir mudancgas
fisiologicas significativas (Reilly, 1991).

Uma série de fatores relacionados com os habitos alimentares e de vida das maes que
doam leite a maternidade, pode influenciar diretamente na presenga e teores de elementos
essenciais e toxicos no leite (nivel socio-econdmico, faixa etaria, consumo de alcool ou
cigarro, tipo de alimentagdo, entre outros).

A despeito do papel bioldgico relevante, os elementos-traco sdo encontrados no leite, e
em produtos derivados do leite, em concentragdes baixas. Assim, a escolha de um método
analitico para determinar elementos-tragco em leite materno oferece certas dificuldades como: a
concentragdo na ordem de pg L™, o risco de contaminagdo durante o tratamento da amostra, a
complexidade da matriz e em praticamente todos os casos a quantidade de amostras disponivel
¢ limitada (Silvestre et al., 2000). Assim, para a analise de elementos-traco em leite materno,
torna-se importante a utilizagdo de uma técnica que seja sensivel, se possivel ser livre de
interferéncias, que inclua um simples tratamento da amostra, seja rapida, precisa, possuir
baixo custo e que permita uma analise multielementar, como por exemplo, a espectrometria de
emissdo otica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES, do inglés, inductively coupled
plasma optical emission spectrometry) e a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés, inductively coupled plasma mass spectrometry).

A ICP-MS tem sido uma técnica analitica padrdo para andlises rapidas
multiclementares de amostras bioldgicas (Krachler & Irgolic,1999; Muiiiz et al., 1998)
oferecendo capacidade multiclementar, extrema sensibilidade e seletividade comparado a
técnicas como AAS (Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica) e ICP OES.

A ICP OES ¢ uma técnica que tem sido muito usada em quimica analitica devido a sua
capacidade de quantificar macro e micro-elementos em matrizes complexas (Masson et al.,
1999). Porém, ¢ uma técnica menos sensivel comparativamente a espectrometria de absor¢ao
atdmica com forno de grafite (GF AAS) (Gasparics et al., 2000) e a espectrometria de massas

com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) (Ryan, 1997). No entanto, essa limitacdo tem



sido contornada com o posicionamento horizontal da tocha (configuracdo axial) que aumenta
consideravelmente a regido de observagdo e, conseqiientemente, a quantidade de radiagdo que
atinge o detector (Brenner et al., 1997). Por outro lado, o plasma configurado axialmente
(AX-ICP OES) ¢ susceptivel a efeitos de matriz, principalmente, por também ser observada a
regido de maior gradiente de temperatura (tail flame). As interferéncias nessa regido sio
devidas principalmente a formacdo de compostos moleculares e aos elementos facilmente
ionizaveis (EIE). Para minimizar esses efeitos, ICP's configurados axialmente sdo equipados
com interfaces apropriadas, sendo que existem dois arranjos: shear gas interface, i.e., elevada
vazdo de um gas (Ar ou Np) introduzido perpendicularmente a extremidade superior do
plasma, e end-on gas interface, i.e., vazao comparativamente menor de um gas introduzido
frontalmente a extremidade superior do plasma. Estudos de interferéncia empregando amostras
comerciais ou reais também sao encontrados na literatura (Garcia et al/, 2001; Knapp et al.,
1998). Nesses casos, no entanto, uma etapa prévia de decomposicdo acida ¢ normalmente
necessaria. Esse processo reduz drasticamente as possibilidades de interferéncias,
principalmente aquelas provocadas pelo carbono ou por soélidos dissolvidos. Por outro lado,
esse procedimento aumenta o tempo de analise e o consumo de reagentes, onerando o
procedimento completo.

A introducdo de amostras orgénicas no plasma traz dificuldades como modificagdes nos
processos de geracdo e transporte do aerossol da amostra, aumento do sinal de fundo e
perturbagdo das condi¢des do plasma devido ao consumo extra de energia para decomposicao
da matéria orgénica (Knapp et al., 1998). A razdo Mg Il 280,2 nm / Mg 1 285,2 nm tem sido
usada como critério pratico para avaliar o desempenho analitico e a robustez do plasma frente
a presenca de interferentes, principalmente Na e Ca. Um plasma robusto (Mg II / Mg I > 8)
pode ser obtido quando baixa vazao de nebulizagcdo ¢ usada, a poténcia de radio-freqiiéncia ¢é
alta e o tubo injetor da tocha tem elevado diametro interno (d.i.) (Brenner & Zander, 2000).
Nessas condic¢des, no entanto, o sinal de fundo pode ser elevado e a sensibilidade baixa, o que
seria critico para a determinag@o de analitos em baixas concentragdes (Brenner et al., 1998),
além disso, o uso de um plasma em condi¢des robustas pode nao garantir a eliminagdo dos
efeitos de matriz (Garcia et al., 2001) e também pode comprometer a razdo sinal
analitico/sinal de fundo (SBR) mesmo quando esta sendo empregado o modo de observagao

axial (Benner et al., 1998).



1.1 — Leite Materno

Durante os primeiros meses de vida do bebé, o leite materno é a tinica fonte de nutrigéo. E
considerado o mais completo alimento na dieta humana, por conter todos os macronutrientes
(tais como proteinas, lipideos e carboidratos) e todos micronutrientes (elementos, vitaminas e
enzimas) (Martino et al., 2001; Bocca et al., 2000). Dentre os constituintes do leite materno

podemos destacar como principais os apresentados na tabela 1.1.

Tabela 1.1. Teores dos principais constituintes do leite materno.
Adaptada de (Jensen, 1995).

Constituintes Teor (g kg™)
Agua 873
Lactose 46
Gordura 39
Proteinas 32,5
Substancias minerais 6,5
Acidos Orgéanicos 1,8
Outros 1,2

A adequada ingestdo de minerais durante esse periodo permite o desenvolvimento de
tecidos corporais, bem como a maturagdo ¢ funcionalidade de varios sistemas enzimaticos.
Elementos essenciais estdo envolvidos na forma de metaloproteinas e enzimas em varios
processos bioquimicos, que representam um papel essencial para vida humana. Estes
processos sdo mais importantes no caso de desenvolvimento e crescimento do bebé, porque
durante a infincia, o corpo humano mostra uma sensibilidade especial a deficiéncia de
elementos essenciais e também a possibilidade de excesso destes elementos essenciais.
Entretanto, o leite também pode ser uma fonte de exposi¢do a elementos toxicos, que podem
gerar riscos a saude, especialmente a jovens e criancas. Todos os fatos acima explicam o
interesse crescente na determinacdo de elementos-trago no leite, devido a importancia critica
do mesmo na dieta humana.

O leite materno se divide em: colostro e leite maduro. O colostro ¢ o leite secretado nos
15 primeiros dias apds o parto, contém mais nutrientes e anticorpos que o leite maduro,
estimula o intestino imaturo da crianga a se desenvolver, possui baixo teor de gordura e alto
teor de proteinas, ¢ laxante e ajuda a eliminagdo do mecdnio (primeiras fezes de coloracdo

muito escura). O leite maduro ¢ secretado a partir do 16° dia apds o parto e em maior volume



que o colostro, altera o seu aspecto e a sua composi¢do, mantém todos os nutrientes, mas em
quantidades inferiores, em relacdo ao colostro. O colostro possui uma concentracdo de
minerais bem maiores que o leite maduro, e o leite materno comparado com o leite bovino,
possui uma quantidade bem menor de sais minerais, sendo que, levando em consideragdo os
orgdos ainda imaturos do bebé, uma mae que ao invés de amamentar com seu proprio leite, der
ao seu filho leite bovino, pode acarretar varios problemas de satide no mesmo, que vai desde
doencas gastrointestinais até disfuncdo renal (Jensen, 1995).

Entre as interferéncias que podem ocorrer na concentragdo de metais em leite materno
podemos destacar a dieta alimentar e habitos maternos, fumo e uso de bebidas alcodlicas pela
nutriz, uso de produtos quimicos (tinturas de cabelo, cosméticos e outros), mudancas durante a
amamentacao (em uma Unica mamada, podem ocorrer mudancas na constitui¢do do leite),
periodo pos-parto (quanto maior for o estagio de amamentacdo, menor € a concentragcdo de

metais no leite materno) (Jensen, 1995).

1.1.1 — Minerais presentes no leite materno

Os minerais presentes no leite materno sdo divididos em macroelementos e
microelementos. Dentre os macroelementos estdo: Na, K, cloreto, Ca e Mg. Os
microelementos presentes no leite materno sdo: Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, Co, Se, iodeto, fluoreto,
Cr, Ni, Sn e V. Os microelementos sao divididos em essenciais e possivelmente essenciais. Os
microelementos essenciais englobam: Fe, Zn, Cu, Cr, Mn, Mo, Co, Se, iodeto e fluoreto.
Dentre os possivelmente essenciais estdo Ni, Sn e V (Jensen, 1995).

Alguns metais presentes no leite materno podem aparecer ligados as proteinas e a
lactose em proporgdes definidas para cada metal. Cerca de 60 — 80% deles estdo presentes no
soro, cerca de 10 — 30% estdo presentes na caseina e cerca de 5 — 30% estdo presentes na
gordura. Os quadros 1.1 e 1.2 mostram a importancia e a deficiéncia de alguns minerais e a
tabela 1.2 mostra as fragdes do leite e a quantidade de alguns metais presentes nestas fragdes

(Jensen, 1995).



Quadro 1.1. A importancia e a deficiéncia para o organismo em relagdo a alguns minerais.

Minerais | Elementos Importincia para o organismo Deficiéncia
Sodio Confusido mental, coma
Potassio S . o Paralisia, disturbios cardiacos
Equilibrio acido-basico, equilibrio I i _
» . Irritabilidade, alteragdes intestinais,
Fosforo eletrolitico, fung¢do dos nervos e )
%) ) renais e nas células sangiiineas.
8 musculos
=z Disturbio do equilibrio acido-
25} Cloreto L.
= bésico
o
— ~ <
= Formagao de ossos, coagulagdo
O .
?j Calcio sangiiinea, fungdo dos nervos e Espasmos musculares, osteoporose
< ,
S musculos
Formacao de ossos, coagulagdo
Magnésio sangiiinea, fun¢do dos nervos e Disfun¢ao dos nervos
musculos, ativa¢ao das enzimas
Formagdo de enzimas, componente da | Anemia, dificuldade de deglutigéo,
Ferro hemoglobina e transportador de alteracdes intestinais, baixo
oxigénio junto ao heme aprendizado
Componente de enzimas (sintese do Retardo do crescimento e da
Zinco RNA ,DNA e insulina), cicatrizagdo de | maturacdo sexual, queda de cabelo,
feridas, crescimento dermatite, cegueira noturna
Componente de enzimas para a
b produgéo de energia, para antioxidagao Anemia, retardo mental, cabelo
Cobre
e para sintese da adrenalina, formagao crespo
de eritrocitos, formagao de ossos
n — A
o ] Perda de peso, irritagdo cutanea,
E R Componente de enzimas, estrutura . ] .
=5 Manganés ) ] . vomito e ndusea, crescimento lento
S 6ssea, sintese de neurotransmissores
E do cabelo e mudanga na sua cor
S8 :
o Acidose, aumento
[
9 o Ativagdo de enzimas, oxidagdo do da freqiiéncia cardiaca, cegueira
P Molibdénio ] o
enxofre presente nas proteinas noturna, irritabilidade,
desorientagao
Cobalto Pré-formador da vitamina B, Dores musculares
Dor e fraqueza
Sintese de enzimas antioxidantes, muscular, fun¢do
funcionamento dos sistemas imunoldgica baixa,
Selénio imunoldgicos e da prostata, ativa baixa suficiéncia cardiaca, aumenta

hormoénio tireoideano, formagao do

esperma, prevengdo do cancer

o colesterol, cancer,
doencas degenerativas,

artrite reumatoide




Quadro 1.2. A importéncia e a deficiéncia para o organismo em relag@o a alguns minerais, continuagao.

Minerais Elementos Importéincia para o organismo Deficiéncia
Alterac@o no
Formacédo dos hormonios da tiredide, crescimento fetal,
n . ’
8 q que regulam os mecanismos de feto com cérebro mal
Todeto
% controle de energia, crescimento e desenvolvido, aumento da
= . . .
E metabolismo tireoide, cretinismo, surdo-
g mudez
m r
O Afilamento 6sseo e
= . .
Fluoreto Formacao de ossos e dentes aumento de risco de
caries dentarias

Tabela 1.2. Porcentagem de alguns metais em cada fracdo do leite materno.

Fracoes do leite
Metais (%)

Caseina Aquosa Gordura
Ferro 15 45 40
Calcio 15 85 0
Magnésio 0 82 18
Zinco 14 57 29
Cobre 5-15 80 5-15
Manganés 11 70 19
Selénio 20-35 60-70 5-10

1.2 — Avaliacao de procedimentos de tratamento de amostras

O pré-tratamento da amostra ¢ uma etapa de fundamental importancia. A
transformagdo de um sélido em uma solug@o representativa, que ¢ geralmente necessaria para
a determinagio dos elementos de interesse, é ainda critica. E nessa etapa que se cometem mais
erros, que se consome mais tempo e que aumenta os custos da analise. Por isso, os passos de
um procedimento de preparo de amostra devem ser sempre cuidadosamente considerados
(Krug, 1998).

A andlise de leite por nebulizacdo direta de solugdes aquosas em plasmas

indutivamente acoplados € ruim pela baixa exatidao e sensibilidade (Nébrega et al., 1997).



Devido a composigdo do leite materno torna-se necessario uma oxidagdo prévia da amostra,
que ¢ freqiientemente trabalhoso e envolve o risco de contaminagdo e perda do analito por
aderéncia a parede do tubo ou por volatilizagdo. Além da mineralizagdo cldssica por via seca e
digestdo por aquecimento, um sistema de digestdo por aquecimento em recipientes fechados
de Teflon® com aquecimento por microondas pode ser utilizado. O aquecimento por
microondas favorece a destruicdo da matéria organica, diminui o tempo necessario para as
analises e oferece a vantagem de ser simples, destruir rapidamente a matéria organica, volume
minimo de reagente, reducdo de possiveis perdas do analito por volatilizagdo ou retengdo e
redugdo de riscos de contaminagdo (Amaro-Lopez et al., 1996).

Em vista dos numerosos métodos de decomposicdo estabelecidos e de suas possiveis
modifica¢des torna-se necessario avaliar criticamente as técnicas de preparo de amostra. De
Boer e Maessen (De Boer & Maessen, 1983) fizeram um estudo comparativo de diferentes
procedimentos de tratamento de tecido biologico para a determinacdo de elementos por ICP
OES. Esses autores sugeriram alguns critérios que devem ser avaliados ao comparar diferentes
alternativas para o preparo de amostras. Esses critérios, devido a sua relevancia, podem ser
estendidos a qualquer técnica e também para quaisquer amostras solidas.

Os critérios sugeridos vao além da exatiddo e precisdo. Os autores fizeram uma
classificagdo em dois grupos, um para facilitar uma avaliacdo independente do preparo da
amostra e o outro para avaliar a adequacdo da solucdo obtida para introdu¢do em um ICP OES.
Com respeito ao preparo da solucdo da amostra os critérios avaliados foram:

L.fator de diluigdo;
II.massa de amostra;
IIl.condigdes experimentais;
IV .risco de contaminagdo;
V.tempo requerido por amostra;
Vl.seguranca operacional.

Com relacdo a adequagdo da solugdo da amostra para determinagdes multielementares

por ICP, dois critérios foram avaliados:
L.exatidao e precisdo das determinagdes;
II.eliminagdo da ocorréncia de efeito matricial e de efeitos da acidez sobre o

processo de nebulizacdo.

Os procedimentos utilizados para o preparo da amostra foram:



> Procedimentos diretos
° extracdo com HNOj diluido;

e  solubilizacdo em hidroxido de tetrametilamoénio (TMAH).

> Procedimentos de digestdo dcida
e  digestdo com HNO3 e HCIO4 em forno de microondas;
e  digestdo com H,O; e HySOy;
e  digestdo pressurizada com HNO3; em bombas de aco com revestimento

de PTFE.

> Procedimentos por via seca
e  calcinagdo a baixa temperatura;

e calcinagdo a alta temperatura.

O fator de diluicdo esté relacionado com a minima concentracdo admissivel para cada
elemento da amostra para se atingir uma adequada condicdo de medida instrumental. A
quantidade minima de amostra que pode ser processada ¢ de especial interesse e se relaciona
com a exigéncia da homogeneidade da amostra. Por outro lado, a quantidade maxima de
amostra que pode ser processada estd relacionada com o teor dos constituintes presentes em
concentragdes mais baixas. A duracdo do procedimento estd relacionada com o tempo para
emissdo dos resultados analiticos. Finalmente, a atencdo e o envolvimento do operador sdo
parametros importantes que se relacionam com a confiabilidade e os custos dos resultados
obtidos.

Com relagdo a precisdo, os autores propuseram que a faixa do intervalo de confianca
dos valores encontrados depende da razdo entre concentracdo do analito/limite de deteccdo. A
dependéncia da precisdo com relagdo a natureza do processo de tratamento € menos
pronunciada.

A exatidao dos resultados para os elementos investigados: Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn foi
avaliada em cada procedimento. A exatiddo obtida para os elementos Mn e Zn foi excelente
em todos os procedimentos. Cd, Cu e Fe geraram resultados de bons a excelentes e o Pb foi o
elemento que forneceu pior exatiddo quando determinado por ICP OES.

A extracdo com acido diluido a temperatura ambiente ¢ um procedimento simples ¢

seguro. Excelentes resultados foram encontrados para varios elementos. Porém, Cu e Fe foram
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extraidos apenas parcialmente. A amostra apresentava todas as formas de Cu e Fe e somente
algumas delas foram lixiviadas pela solug@o diluida de HNOs a temperatura ambiente.

A solubilizagdo com a solucdo de TMAH geraram resultados aceitaveis para Zn, Mn,
Cu e Fe. Esse ¢ um procedimento simples e seguro que pode ser adequado para um lote grande
de amostras. Porém, como requer elevadas dilui¢des, a aplicabilidade ¢ limitada a elementos
que tenham uma elevada razdo concentracdo/limite de deteccdo. Outra desvantagem do
procedimento é que devido a instabilidade da solu¢do de TMAH, o método das adi¢des de
analito deve ser aplicado. Entretanto, Uchida et al. (Uchida et al., 1992) e Zhou et al. (Zhou et
al., 1996) afirmaram que esse método oferece uma dilui¢do da amostra relativamente baixa,
resultante da alta concentracdo do elemento na solu¢ao da amostra. Contudo, o procedimento
de extragao com TMAH tem a desvantagem de apresentar altos valores de branco provenientes
do reagente.

O procedimento de digestdo por via imida com HNO;/HClO4 gerou resultados
atrativos para 5 ou 6 elementos. Quando a digestdo foi realizada com aquecimento por
radiagdo microondas o processo € seguro, promovendo a evaporacdo da mistura de acido sob
condi¢des experimentais controladas. Quando o HNO; ¢é evaporado antes da total
mineralizagdo da amostra, o residuo permanecera com uma alta concentragao de HCIO4 € o
risco de explosao ¢ agravado. Altas diluicdes sdo necessarias para se evitar o entupimento do
capilar. Segundo esses autores, as vantagens do procedimento sdo a simplicidade e a
conseqiiente facilidade para manipulagdo simultanea de um maior nimero de amostras,
quando comparado aos procedimentos convencionais de preparo de amostra.

Os resultados analiticos obtidos com o procedimento usando H,SO4 e H,O; foram de
razoaveis a bons, dependendo do elemento. O procedimento é seguro, mas demanda atencdo
do operador quando se pretende minima diluicdo da amostra. Devido a precipitacao de CaSQOy,
a aplicacdo do método somente ¢ aconselhdvel para matrizes com baixo teor de Ca.

A digestdo pressurizada com HNOs; em bombas digestoras com revestimento de
Teflon® apresentou bons resultados, exceto para Pb. O procedimento ¢ seguro, porém deve-se
evitar massas de amostras superiores a 0,5 g e condigdes de poténcia aplicada que causem
superaquecimento.

Um estudo efetuado para determinar o teor de carbono residual na amostra submetida a
digestdo pressurizada mostrou que apo6s 20 minutos de aquecimento, o teor de C foi reduzido
para metade do valor inicial e ap6s 2 h o teor foi inferior a 10%. Dependendo da técnica

analitica escolhida, a completa mineralizagdo da amostra ndo ¢ essencial.
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Em geral, o objetivo da andlise ¢ a quantificagdo do teor total do elemento em
determinada amostra. E possivel que o interesse esteja direcionado para determinar a forma
que o analito estd presente na amostra ou para a fragdo na qual esta associado. A digestdo por
via umida pode fornecer uma resposta a essas duas questdes, uma vez que pode levar a
solubilizacdo total ou a mobilizagdo seletiva do analito em solucdo (Hoenig & Kersabiec,
1996). A calcinagdo a baixa temperatura apresentou excelente exatiddo e satisfatoria precisdo
para todos os elementos estudados, exceto para o Pb. O procedimento ¢ seguro e sua
desvantagem esta relacionada ao longo tempo de preparo, contudo, essa etapa morosa nao
requer um acompanhamento continuo do analista.

A calcinagdo a alta temperatura gerou resultados exatos e precisos para Cd, Mn, Pb ¢
Zn. A principal fonte de erro foi a perda do analito por evaporacdo ou por retengao na parede
do recipiente. Os erros sistematicos podem ser evitados ou reduzidos pela aplicagdo de um
programa experimental bem estabelecido de tempo-temperatura e pela escolha cuidadosa do
material do cadinho.

Comparadas com a digestao por via imida, as maiores vantagens desses procedimentos
sd0: a possibilidade de calcinagdo de maiores massas de amostra ¢ a subseqiiente dissolucao
em pequenos volumes de 4cido. E possivel ainda a pré-concentragdo do elemento-trago na
solucao final.

Com base na avaliacdo da exatiddo e precisdo, os autores concluiram que todos os
procedimentos examinados tém sua relevancia para o preparo de amostras e que nenhum pode

ser classificado como o melhor sob todos os aspectos.

1.2.1 — Aquecimento condutivo

Nos métodos de preparo de amostras por extragdo, a temperatura ¢ um parametro chave
(Azouzi et al., 1998). O controle de temperatura ¢ fundamental para a repetitividade dos teores
extraidos para um mesmo material em um mesmo meio extrator, além disso, esse parametro ¢
fundamental para aumentar a razdo de extracdo.

A maioria dos métodos tém sido desenvolvidos em chapas aquecidas. A limitagdo
desse tipo de sistema € que geralmente existe um pronunciado gradiente de temperatura na
superficie; por exemplo quando se programa uma temperatura de 100 °C, constata-se que as

solugdes mantidas em recipientes sobre a superficie tém uma temperatura que varia de 85 —
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125 °C, dependendo da localizacdo de cada recipiente. Paradoxalmente, estudos inter-
laboratoriais indicaram que esse gradiente de temperatura ndo influencia decisivamente o teor
extraido de um dado elemento nas solugdes extratoras medidas em mesmo laboratorio.
Contudo, os resultados variaram consideravelmente quando realizadas em laboratorios
diferentes, indicando que nesses casos as maiores variacdes se devem a etapa de medida
instrumental (Kane, 1995).

Rodriguez et al. (Rodriguez et al., 2001) usaram diferentes técnicas (F AAS, FES —
espectrometria de emissdo em chama — e fluorimetria) para quantificar Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na,
Se e Zn em amostras de leite bovino provenientes das Ilhas Canarias. As amostras foram
digeridas em chapa aquecida usando uma mistura de HNO3 e HCIO4 (9:1 v/v) apds uma etapa
de pré-digestao overnight (12 h). As amostras esterilizadas de leite continham teores de Fe e
Zn significamente menores do que aqueles observados em leite bovino, enquanto que as
concentracdes médias de Se e Cu foram similares ou maiores do que as concentragcdes
observadas nas amostras de leite in natura, respectivamente. Os autores ndao observaram
nenhuma diferenca significativa nos valores de K, Mg e Na observados nos dois tipos de
amostras (esterilizada e in natura).

Neste mesmo estudo, os autores (Rodriguez et al., 2001) mostraram que o consumo de
leite pela populag@o local proporciona a ingestdo de importantes quantidades de Ca (62% -
leite in natura e 50% - esterilizado) e K (21% - leite in natura e esterilizado) em relagdo ao
valor recomendado para consumo diario. Quantidades moderadas de Na e Mg e menores de Se
e Zn também foram supridas pela ingestdo de leite. A investigacdo também permitiu
estabelecer um perfil de distribuicdo sazonal dessas espécies durante o ano. As concentragdes
de Ca, Cu, Fe, K e Na nas amostras de leite in natura permaneceram praticamente constantes,
por outro lado, as concentragdes de Mg, Se e Zn variaram, sendo que, as menores

concentragoes foram observadas no outono.

1.2.2 — Aquecimento por radiacio microondas

O aquecimento condutivo tem sido freqiientemente utilizado em dissolugdes de
amostras, mas estes procedimentos de dissolugdo sdo limitados por varios fatores: longo tempo
de dissolugdo (horas ou dias), potencial perda de elementos volateis, contaminagdo da amostra

por quantidades excessivas de reagentes, contaminantes presentes na atmosfera e prolongado
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contato com o material do tubo. Para acelerar a dissolugdo, sistemas fechados sdo utilizados,
tais como fornos de microondas analiticos. Com sistemas fechados, o tempo de dissolucdo €
reduzido em varias horas e a contaminacdo da amostra ¢ minimizada porque menores
quantidades de reagentes sdo necessarias ¢ a exposicdo a atmosfera ¢ limitada. Sistemas com
tubos fechados aumentam a eficiéncia por elevar a temperatura, significantemente aumentando
as cinéticas das reacgdes e possibilitando melhores exatidao e precisdo de resultados (Montaser,
1998). A energia de microondas ¢ uma radia¢do eletromagnética ndo ionizante que causa
movimento das espécies em solucdo pela migragdo de ions e/ou rotagdo de dipolo promovidas
pela freqliéncia com que o campo eletromagnético se alterna. A energia envolvida ndo ¢
suficiente para causar alteracdo da estrutura molecular. Devido a esse mecanismo de estresse
induzido, ocorre o aquecimento, sendo que o mesmo nao ¢ produzido por fonte externa de
aquecimento, mas pela interacdo entre as microondas e os constituintes da solugdo (Arruda &
Santelli, 1997). As freqiiéncias de microondas variam de 300 — 300.000 MHz. Na éarea
industrial e cientifica utilizam-se quatro faixas de freqiiéncia: 915 £ 25; 2450 + 13; 5800 + 75
e 22125 + 125 MHz. Dessas, 2450 + 13 MHz é a mais usada em fornos comerciais €
domésticos.

A absor¢do da energia de microondas pela amostra estd relacionada ao fator de

dissipagdo da amostra, tan 0 (Knapp, 1998):

"

tans =< (1.1)
£

tand = capacidade do material de converter energia eletromagnética em calor (a
uma dada freqiiéncia e temperatura);
&' = constante dielétrica, mede a capacidade com a qual a molécula pode ser
polarizada pelo campo eletromagnético;
&" = perda dielétrica, mede a eficiéncia da molécula para a conversdo de energia
eletromagnética em calor.
A energia de microondas ¢ transferida para a amostra por dois mecanismos:

Conducao i6nica: migragdo dos ions do campo eletromagnético aplicado. A condugao

depende da mobilidade do ion, de sua carga e concentragdo;

Polarizacdo dielétrica: refere-se ao alinhamento, devido ao campo elétrico das

moléculas que tém momento dipolo permanente ou induzido. A rota¢do de dipolo depende da

temperatura e da viscosidade da amostra.
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No aquecimento por radiagdo microondas, ao contrario do que ocorre no aquecimento
condutivo (onde se estabelece um gradiente térmico devido as correntes de convecgdo), as
paredes do recipiente da amostra sdo transparentes as microondas. Isso faz com que a mistura
composta pela solugdo acida e amostra seja aquecida simultancamente ¢ de forma homogénea,
com aquecimento secundario do recipiente. Como a velocidade de aquecimento ¢ rapida, um

superaquecimento localizado pode ocorrer como mostra a figura 1.1.

Parede do tubo (absorgao da energia,
microondas)

energia microondas)

Aguecimento
microondas

superaguecimento

localizado

Figura 1.1. Aquecimento assistido por radiagdo microondas: o recipiente sofre um
aquecimento secundario com possibilidade de superaquecimento localizado.
Fonte: Adaptada de (Neas & Collins, 1988).

No inicio de 1980, pesquisadores desenvolveram recipientes fechados para alcangar
temperaturas acima do ponto de ebulicdo normal dos 4cidos, o que possibilitaria
decomposi¢des mais rapidas. Embora esses recipientes tenham sido especialmente
desenvolvidos para uso em fornos de microondas, o aumento ndo controlado de pressao
causava periculosidade. Atualmente, os sistemas possuem configuracdes especificas para
trabalhos em laboratorios, com paredes quimicamente resistentes e sensores para controle da
temperatura e pressao (Erickson, 1998).

Basicamente, sdo trés os tipos de sistemas de microondas: sistemas de alta pressdo
(recipientes fechados), sistemas a pressao atmosférica (recipientes abertos) e sistemas de fluxo
continuo. Para ambos os sistemas de decomposic¢do, aberto ou fechado, as vantagens sob o

método convencional sdo significativas. Tais sistemas sdo exemplificados na figura 1.2.
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(a) (b)

Figura 1.2. Modelos de fornos de microondas. (a) Forno de microondas em sistema fechado. (b)
Forno de microondas em sistema aberto com radiagao focalizada.

Os recipientes fechados promovem o aumento do ponto de ebulicdo do acido devido a
pressdo gerada no recipiente. Isso ¢ importante, pois incrementa a eficiéncia do ataque acido e
reduz o tempo de decomposicdo. Em recipientes fechados praticamente elimina-se o risco de
perda de elementos volateis e os vapores acidos ficam retidos no recipiente. A contaminacao
por material particulado € eliminada ou substancialmente reduzida. Decomposigdes em
recipientes fechados t€ém uma significante desvantagem: a quantidade de amostra ¢ limitada
em menos de 2 g.

Nos sistemas abertos, a decomposi¢do assistida por microondas baseia-se na
focalizagdo da radiagdo no recipiente da amostra através de um guia de ondas, sem causar
modificacdo da natureza intrinseca das reacdes do acido com a amostra. O aperfeicoamento
resultante, quando comparado ao sistema pressurizado, ¢ um controle mais eficiente da
transferéncia de energia para a amostra, possibilidade de adicdo seqiiencial de reagente e
operacdo com maiores massas de amostras. Algumas restrigdes se relacionam a possibilidade
de perdas de elementos volateis tais como As, Se e Cd. Outra possivel desvantagem ¢ um risco
maior de contaminacdo pela atmosfera do laboratério e, dependendo do programa de
aquecimento ¢ dos reagentes utilizados, pode ocorrer a decomposi¢do incompleta de alguns

materiais, tais como metais, ligas e polimeros.

1.2.3 — Extracao com acidos

A extragdo com acidos diluidos ¢ uma técnica simples, rapida, segura e de baixo custo,
que promove a dissolugdo quantitativa ou semi-quantitativa dos elementos. Dependendo da

matriz, a recuperagdo do analito em acidos diluidos ¢ menor do que quando se usam acidos
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concentrados. E um procedimento de preparo de amostras menos susceptivel a problemas com
branco analitico e também envolve menor risco de perda de elementos volateis. Outra
vantagem ¢ o uso de menor volume de reagentes e um baixo fator de diluicao.

Os acidos sdo classificados de acordo com seu papel na reacdo de digestdo: sdo
oxidantes ou ndo-oxidantes. Acidos ndo-oxidantes (acidos: cloridrico, bromidrico, fluoridrico,
fosforico, sulfurico diluido e perclérico diluido) dissolvem metais tendo potenciais de redugao
negativos maiores que do hidrogénio. Se um acido ndo-oxidante ¢ inapropriado na dissolugao
da matriz, € necessario o uso de reagentes oxidantes (acidos: nitrico, perclérico concentrado e
aquecido, sulfurico concentrado e outros reagentes tais como perdxido de hidrogénio ou uma
combinagdo destes reagentes). O conhecimento da quimica acida € importante por permitir o
desenvolvimento de métodos e por assistir o analista na escolha apropriada de condigdes
(Montaser, 1998).

Para as técnicas espectrométricas como ICP OES e AAS, o critério que deve ser
aplicado ¢ a total dissolucdo do elemento-traco, mas ndo necessariamente a completa
decomposicao da amostra (Chow et al., 1995). Isso porque as temperaturas tipicas de trabalho
promovem a pirdlise dos compostos organicos associados aos analitos de interesse. Por isso,
métodos rapidos de preparo de amostra, como os métodos de extragdo surgem como uma
alternativa aos procedimentos freqlientemente morosos de decomposigdo total. Os métodos de
extracao solubilizam os elementos de interesse sob condigdes reacionais mais brandas. A
eliminagdo incompleta da matriz organica durante a decomposi¢do da amostra geralmente nao
¢ critica para os métodos instrumentais Oticos que envolvem medidas em elevadas
temperaturas, tais como ICP OES, GF AAS ¢ F AAS. Para técnicas voltamétricas, a remog¢ao
completa da matriz organica ¢ primordial e a presenca de constituintes organicos, mesmo que
parcialmente decompostos, causaria perturbagdes na resposta do eletrodo de trabalho. A
combinagdo de HNO; e de H,O, tem sido largamente utilizada, por apresentar uma maior
seguranga ao manipulador, por ndo formar compostos insoluveis, como a utilizacdo de acido
cloridrico que pode formar os cloretos de Ag, Hg, Ti e Pb; e por ndo corroer a superficie do

recipiente de Teflon™ durante evaporagdes prolongadas como na utilizagio de acido sulfurico.
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1.2.3.1 — Reacdes com acido nitrico

Acido nitrico é um acido oxidante que dissolve a maioria dos metais na forma de
nitratos soluveis. Esse acido possui pobre for¢a oxidante em concentragdes menores que 2 mol
L', mas é um poderoso acido oxidante na forma concentrada. Sua for¢a oxidante pode ser
aumentada pela adi¢do de clorato, permanganato, peroxido de hidrogénio, brometo ou pelo
aumento da temperatura e pressdo da reagdo. A maioria dos metais e ligas sdo oxidados pelo
HNO;, mas existem excegdes em duas categorias: ouro e platina ndo sdo oxidados e alguns
metais (como Al, B, Cr, Ga, In, Nb, Ta, Th, Ti, Zr, Hf) formam o6xidos insoluveis quando
atacados por HNOj; concentrado. Estes metais podem ser dissolvidos pelo uso de uma
combinagdo de acidos ou de HNOs diluido (Montaser, 1998). O potencial de oxidacdo do
HNO:s; ¢ diretamente proporcional ao aumento da temperatura. A temperatura ¢ um parametro

critico na eficiéncia da decomposi¢ao da matéria organica. A tipica reagao ¢:

(CH,), + 2HNOs + aquecimento — COyg) + 2NO) + 2H,O

1.2.3.2 — Reacdes com peroxido de hidrogénio

Tipicamente, concentragdes de cerca de 30 a 50% de perdxido de hidrogénio sdo
usadas em digestdes. Peroxido de hidrogénio pode somente reagir explosivamente com
algumas espécies organicas, especialmente na forma mais concentrada. Perdxido de
hidrogénio ¢ usualmente combinado com um &cido porque seu poder oxidante aumenta a
acidez do meio. A combinagdo de peroxido de hidrogénio e acido sulfrico forma o acido
monoperoxossulfurico (H,SOs) um reagente oxidante muito forte. Por causa do seu poder
oxidante, peroxido de hidrogénio ¢ freqlientemente adicionado a solucdo de digestdo depois
que a adicdo primdria de 4cido tenha completado uma pré-digestdo da matriz. O perdxido de
hidrogénio ¢ adicionado a solug¢do de digestdo para completar a digestdo, sem um potencial
perigo de reagdo entre um reagente oxidante forte com um material facilmente oxidavel. Neste
sentido, o peroxido de hidrogénio ¢ usado como um substituto para o acido perclorico. Por
motivos de seguranga, estes reagentes devem ser utilizados depois que uma digestio prévia da

matéria orgénica esteja completada.
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2.1 — Espectrometria de absor¢ao atomica (AAS)

2.1.1 — Procedimentos envolvendo digestao das amostras

Al-Awadi e Srikumar (Al-Awadi & Srikumar, 2000) determinaram Cu, Fe, Mn, e Zn
em leite e plasma humano de mulheres do Kuwait e de outros paises durante o periodo de
lactagdo. A determinacdo de Cu e Mn foi feita por GF AAS, enquanto que para Fe e Zn foi
utilizado F AAS. Os resultados mostraram que a concentracdo desses elementos, além da
quantidade total de proteinas e da atividade da dismutase superoxidase, foi maior no leite de
mulheres nativas do Kuwait. Esse comportamento foi relacionado com os habitos alimentares
distintos de cada grupo de mulheres (kuwaitianas e nao-kuwaitianas). As concentracdes de Zn,
Cu, Mn e a concentragdo total de proteinas nas amostras investigadas diminuiram com o
tempo de lactacdo, enquanto que as concentragcdes de Fe no leite ¢ de Cu e Mn no plasma
permaneceram constantes. Segundo os dados apresentados, a maior concentragdo de proteinas
e de micro-nutrientes nas amostras obtidas no Kuwait ¢ um indicativo de que a quantidade de
proteina do leite ¢ um fator determinante para a concentragdo ¢ biodisponibilidade dos
elementos investigados para os lactentes.

Plessi et al. (Plessi et al., 1997) determinaram Al (GF AAS) ¢ Zn (F AAS) em
alimentos e formulagOes infantis. As amostras de alimentos foram mineralizadas em um forno
de microondas sob alta pressdo usando somente HNO; concentrado. As concentragdes de Al
presentes nas amostras a base de soja (7,0 ¢ 7,8 mg kg™') foram maiores do que nas amostras &
base de leite (3,0 — 3,5 mg kg'). Porém, as concentragdes méaximas foram observadas nas
amostras a base de proteinas hidrolisadas (13 — 17 mg kg™). Segundo os autores, a combinagao
de Al nas amostras a base de soja e proteina hidrolisada se deve a concentragdo natural no
alimento e ao processo de preparo do alimento, respectivamente. J& os valores de Zn nas
amostras a base de leite (65 — 110 mg kg™") foram maiores do que nas demais amostras (13 —
73 mg kg™).

Turan et al. (Turan et al., 2001) determinaram Cd, Cr, Cu, Mn ¢ Pb em amostras de
colostro e leite humano por GF AAS usando a mistura de Pd-Mg — 4acido citrico como
modificador quimico. As amostras de colostro e leite foram decompostas usando uma mistura
HNO; — HCIO4 em uma temperatura de 400 °C. O modificador quimico proposto mostrou

bons resultados na estabilizacao térmica de Cd, Cr, Cu, Mn e Pb, na reducao de efeitos de
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matriz ¢ na eliminacdo de componentes volateis indesejaveis. Os limites de deteccao
determinados na presenca do modificador foram 0,62; 0,26; 0,71; 0,11 ¢ 0,92 ug L’ para Cd,
Cr, Cu, Mn e Pb, respectivamente. O estudo mostrou que as quantidades de elementos toxicos
(Pb, Cd e Cr) ficaram abaixo dos limites permitidos, enquanto que os elementos-trago foram
encontrados em quantidades suficientes.

Li et al. (Li et al., 1999) utilizaram a técnica de espectrometria de absor¢do atomica
com geragdo de hidretos (HG-AAS) para a determinagdo de Se em leite humano. As amostras
foram digeridas usando radiagdo microondas em um forno sob alta pressdo, sendo que, a
mistura HNO3 — H,0, foi utilizada no processo de decomposigdo. Apoés a etapa de digestdo, a
solugdo resultante foi aquecida por um periodo de 20 min até um volume final de 2 — 3 mL; a
esse volume foi adicionado HCI concentrado, a solug@o foi novamente aquecida (90 °C) por 15
min e, finalmente, a solucdo resultante foi diluida para 20 mL a temperatura ambiente. O
excesso de HNOj teve que ser removido porque a presenca desse acido pode inibir a formagao
do hidreto de selénio. O método proposto foi validado usando duas amostras certificadas de
leite desnatado (CRM 063 e CRM 151), sendo que, o limite de detecg¢@o encontrado foi de 0,5
ng L. Os valores de Se nas amostras de leite humano decresceram com o tempo, de
aproximadamente 23 pg L™ (colostro) para um minimo de 11 pg L no leite colhido um ano
apos o parto. O consumo didrio estimado de Se das criangas durante os 3 primeiros meses de
vida foi maior do que 8,2 pg/dia, ja a quantidade consumida pelas maes lactantes foi de 48
pg/dia. Segundo esse estudo, esse valor ¢ abaixo do recomendado.

Assim como Al-Awadi e Srikumar (Al-Awadi & Srikumar, 2000), Moreno-Torres ef
al. (Moreno-Torres et al., 2000) usaram uma mistura acida (4:1) de HNO3; e HCIO4 para a
decomposicao de amostras de diferentes tipos de leite (integral e desnatado). A comparacao
dos dados obtidos com o procedimento proposto e com os métodos de decomposi¢do
envolvendo digestdo por via seca ¢ em forno de microondas mostraram que a determinagdo de

Mg nas amostras de leite pode ser feita com rapidez e seguranca.

2.1.2 — Amostras preparadas como emulsoes

Uma etapa simples de preparo da amostra foi proposta por Khammas et a/. (Khammas
et al., 1985) para a quantificagdio de Cu em amostras de leite em pd. Nesse trabalho, as

suspensOes foram preparadas simplesmente pela dissolucdo de 1 g de amostra em agua, em
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seguida foram adicionados 10 mL de HNO; 0,1 mol L' para um volume final de 100 mL. O
uso do método de calibracdo por ajuste de matriz possibilitou a obtencdo de bons resultados
com o tubo de grafite revestido piroliticamente. Por outro lado, o uso de uma sonda de grafite
permitiu que Cu fosse determinado diretamente nas amostras empregando uma curva analitica
obtida com solugdes de referéncia preparadas em meio aquoso. A exatiddo do procedimento
foi avaliada usando materiais de referéncia certificados (BCR 63, 150 e¢ 151) tendo sido
obtidos resultados com adequada exatidao.

Utilizando o reagente n-octanol como diluente Mingorance et al. (Mingorance et al.,
1985), Bermejo-Barrera e Pita Calvo (Bermejo-Barrera & Pita Calvo, 1990) e Bermejo-
Barrera et al. (Bermejo-Barrera et al., 1990) determinaram uma série de elementos presentes
em baixas concentragoes (Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo ¢ Ni) em amostras de formula¢des infantis e
em leite humano por GF AAS. Uma solu¢do de difluoreto de bario foi injetada junto com as
solugdes analiticas, diretamente no tubo de grafite (Bermejo-Barrera & Pita Calvo, 1990). Esse
sal foi usado como modificador quimico a fim de aumentar a taxa de amostragem, devido a
reducdo da temperatura de atomizacdo em conseqiiéncia da formacdo de fluoretos de
molibdénio volateis.

Usando esse reagente ndo foi observado problema de formagéo de residuos de carbono
ou de repetitividade devido ao entupimento do capilar de amostragem pela gordura do leite,
que altera o volume injetado no tubo de grafite. Uma maior sensibilidade poderia ser obtida
com o uso de tubos revestidos piroliticamente ou com a introdugdo de quantidades maiores de
amostras. Nesse ultimo caso, porém, o sinal de fundo pode atingir valores acima da capacidade
de correcdo do corretor com fonte continua de deutério, além de ocorrer a formacdo de
residuos de carbono no interior do tubo. Por outro lado, perdas de amostra podem ser
observadas quando tubos de grafite revestidos sdo usados. Segundo os autores, (Mingorance &
Lachica, 1985) isso ocorre devido ao espalhamento do solvente na superficie interna do tubo.
Embora o método de ajuste de matriz tenha sido usado para a quantificagdo dos analitos na
amostra, a simplicidade e o pequeno volume de solugdo necessario para gerar os dados sdo os
grandes atrativos desse procedimento, sendo que o desvio padrio relativo das medidas foi
inferior a 10%.

Aleixo et al. (Aleixo et al., 2000) determinaram Se em agua e leite de coco usando uma
mistura de aminas terciarias soliveis em agua (CFA-C 10% v/v). As leituras foram feitas em
um forno de grafite revestido piroliticamente e usando paladio como modificador quimico. Os
teores de Se em seis amostras de dgua ou de leite de coco variaram entre 6,5 — 21 pg L™ e

entre 24 — 25 pg L™, respectivamente. Com esse procedimento nio foi observado acumulo de
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gordura nos capilares do auto-amostrador ou residuos de carbono no interior do tubo de
grafite, melhorando dessa forma a repetitividade dos sinais analiticos. Segundo os autores, 0s
teores de Se determinados nas amostras indicaram que esses alimentos podem ser usados

como fontes de Se de baixo custo, facilmente obtidas pela populagéo.

2.2 — Espectrometria de emissio otica em plasma induzido (ICP OES)

2.2.1 — Procedimentos envolvendo digestao acida

Com o objetivo de estabelecer valores e intervalos de referéncia para amostras de leite
humano, Caroli et al. (Caroli et al., 1992) quantificaram Al. Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn
por ICP OES. Ap6s uma etapa de secagem sob baixa temperatura as amostras foram digeridas
por via seca (400 °C) e as cinzas dissolvidas com 1 mL de HNO; 14 mol L' aquecido. Os
teores dos elementos encontrados nas amostras foram concordantes com os valores da
literatura.

Krushevska et al. (Krushevska et al., 1992) estudaram uma série de métodos para
decomposicdo (via imida e via seca) de amostras de leite. Os resultados foram avaliados em
termos de recuperacdo do Zn e do teor de carbono residual nas solugdes analiticas.
Adicionalmente, o método proposto para determinacdo do carbono total por ICP OES foi
comparado com o método espectrofotométrico baseado na reducdo do Cr (VI). As digestdes
realizadas em chapa aquecida e em forno de microondas focalizado usando uma mistura de
HNO;, H,SO4 e H,O, geraram baixos valores de carbono residual, j4 o método de
decomposicdo usando apenas HNOj3 resultou em solugdes contendo uma fase sélida (globulos
de gordura) como observado por Mingorance et al. (Mingorance et al., 1993) em amostras
com mais de 1% de gordura.

Utilizando o forno de microondas com cavidade e frascos fechados, observou-se que o
carbono residual diminuiu com o aumento da pressdo ¢ a adicdo de H,SO4 ou H,O,. A
digestdo sob altas temperaturas e pressdo eliminou quase toda a matéria organica presente nas
amostras. Resultados similares foram observados com a digestao por via seca, porém, o tempo

gasto nesse procedimento foi maior do que nos demais. Com relag@o a determinacao de Zn nas
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amostras de leite por ICP OES, todos os procedimentos de abertura geraram bons resultados.
Ja para a determinagdo de carbono residual o método espectrofotométrico demonstrou ser mais
lento e complexo, porém, exibiu melhores limites de detec¢do. A avaliagdo dos procedimentos
de digestdo, nesse caso, se da pela eficacia na destruicdo da matéria organica presente na
matriz.

Apb6s uma etapa de preparo da amostra envolvendo a remocdo de umidade,
decomposicdo em chapa aquecida, calcinagdo em forno de mufla e dissolugdo das cinzas com
1 mL de HNO; 14 mol L' aquecido, Coni et al. (Coni et al., 1990) determinaram Al, Ba, Cd,
Cr, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Ni, Pb ¢ Zn em amostras de leite humano. A determinacdo de Cd, Cr,
Li e Mn em niveis de ug L™ (2, 19, 4 ¢ 6) e o uso de um ICP OES configurado radialmente
(RD-ICP OES) exigiram o emprego de uma grande quantidade de amostras nas digestdes,
embora a massa utilizada ndo tenha sido especificada, o que poderia ser critico considerando a
quantidade de amostra disponivel.

Ao contrario de Coni et al. (Coni et al., 1990), Li et al. (Li et al., 1990) determinaram
uma série de elementos (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, P, S, Sr e Zn) em amostras de leite humano. A
solug@o da amostra foi inserida no ICP OES ap6s uma etapa de digestdo acida de 1 mL de leite
em frasco fechado de ago inoxidavel revestido com teflon (PTFE). Apesar dos bons resultados
obtidos, a determinag@o de Sr é questionavel considerando que a concentragdo encontrada
(0,06 mg L") foi similar ao limite de detecgdo (0,05 mg L.

Em outro estudo envolvendo diferentes procedimentos de preparo de amostra,
Krushevska et al. (Krushevska et al., 1993) investigaram os efeitos da combinagdo de
reagentes (HNOs, H,SO4 ¢ H,O;) e do uso de diferentes programas de aquecimento sobre a
concentragdo de carbono residual e a recuperagdo dos analitos. Os resultados obtidos com o
sistema de microondas focalizadas operando a pressdo atmosférica, foram similares aos
resultados obtidos com um sistema de digestdo sob alta pressdo (HPA) e melhores do que com
o sistema de microondas com cavidade e frascos fechados sob média pressdo (11 psi). Um
volume minimo de acido sulftrico (1 mL) foi usado para evitar efeitos de viscosidade no
sistema de introdu¢do de amostra. A adicdo de HNO; 15% v/v ou HCI 12% v/v + HNO;3 3%
v/v melhorou as precisdes nas determinacdes de Pb e Sr, enquanto que a adi¢do de NH4EDTA
1,2% (m/v) na etapa final de digestao melhorou as recuperagdes de Ba.

Naozuka et al. (Naozuka et al., 2003) determinaram cloreto, brometo ¢ iodeto em
amostras de leite em p6 desnatado. O ICP OES configurado axialmente usado pelos autores foi
equipado com um sistema optico lacrado e preenchido com argonio. Esse instrumento permite

a determinagdo de elementos que emitem suas linhas preferenciais na regido do ultra-violeta (<
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190 nm) do espectro eletromagnético (Brenner & Zander, 2000) como ¢ o caso do Cl (134
nm), Br (154 nm) e I (183 nm). As amostras foram digeridas sob temperatura ambiente usando
um sistema de microondas com cavidade e frascos fechados. Os analitos de interesse foram
precipitados como sais insoliveis nos instrumentos microondas apds a adigdo de AgNO; nos
frascos de digestdo. Os precipitados foram separados e solubilizados em 2 mL de amdnia
concentrada. As solucdes resultantes foram introduzidas diretamente no plasma. Os valores
encontrados dos analitos em trés amostras de referéncia certificadas mostraram que o método
proposto apresentou adequada exatiddo para todos os analitos investigados. Deve ser
ressaltado que as determinagdes desses anions por ICP OES somente foram possiveis porque o
equipamento empregado possui o sistema 6tico lacrado e preenchido com argonio.

Com o objetivo de comparar a concentragdo de varios elementos presentes em baixas
concentragdes em leite bovino ¢ em derivados de leite, Coni et al. (Coni et al., 1994)
quantificaram Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Pt, Sr e Zn por ICP OES ap6s uma
etapa exaustiva de decomposicdo da amostra, como adotado anteriormente, em outro estudo
(Coni et al., 1990). Os resultados mostraram uma significativa diferenca entre os valores de
concentragdo dos elementos nas amostras de leite bovino e de derivados de leite. Segundo os
autores a causa mais provavel para as diferengas de concentragdo observadas nas amostras foi
devida aos processos de fabricagdo empregados na producdo dos derivados de leite. Esses
processos teriam modificado a distribuicdo dos analitos nas matrizes. Em outro trabalho do
grupo, (Coni et al., 1996) também foram observadas diferencas entre os valores de
concentragdo dos analitos determinados em amostras de leite de ovelha, cabra e vaca.

Ikem et al. (Ikem et al., 2002) determinaram uma série de elementos essenciais (Ca,
Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Mo, Na ¢ Zn) e ndo-essenciais (Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Hg, Ni, Pb,
Sb, Sn, Sr, Ti, TI, U ¢ V) em amostras comerciais de suplemento alimentar infantil
provenientes da Nigéria, Reino Unido e Estados Unidos. As amostras foram digeridas em
forno de microondas e posteriormente analisadas por ICP OES. A exatiddo do método
proposto foi avaliada empregando amostras certificadas de leite em pod integral. Os valores
encontrados foram concordantes com os valores de referéncia certificados. O estudo mostrou
que a maioria dos elementos apresentou maiores concentragdes nos alimentos em po6 a base de
soja do que nos alimentos a base de leite, independentemente da fonte. Os valores de Ba e Al
em algumas amostras foram superiores aos valores permitidos pela Unido Européia, enquanto
que os valores de TI ultrapassaram os valores padrdes US EPA. Por outro lado, Cd, Pb, Ni e
Cr ficaram abaixo dos valores maximos permitidos. Algumas amostras apresentaram

concentragdes de alguns elementos essenciais abaixo dos valores recomendados.
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2.2.2 - Amostras preparadas como emulsoes

Ribeiro et al. (Ribeiro ef al., 2003) utilizaram hidroxido de tetrametilamdnio (TMAH)
para a solubilizagdo de amostras de leite em po6 integral, desnatado e café soluvel. A
solubilizacdo alcalina das amostras (0,35 g) em meio contendo o reagente proposto levou
cerca de 10 min para as amostras de café, e 20 e 30 min para as amostras de leite desnatado e
integral, respectivamente. As solubiliza¢cdes ocorreram sob temperatura em torno de 80 °C.
Com esse procedimento foi possivel a determinagédo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Se, Sn e
Zn por ICP OES em amostras comerciais ¢ Cu, Fe, K, Mg, Mn ¢ Na em amostras certificadas
de leite desnatado, com adequada exatiddo. Os resultados obtidos com o método proposto e
empregando digestdo acida (em frasco de digestdo e forno microondas com cavidade) foram
concordantes ao nivel de 95% de confianca.

Murcia et al. (Murcia et al., 1999) quantificaram diretamente apenas os macro-
elementos em amostras certificadas de leite em p6 desnatado, em amostras comerciais de leite
bovino e em amostras sintéticas de leite por ICP OES. Para a determinacdo de Ca, K, Mg e Na
as amostras foram diluidas (1:50 v/v) e para Zn a dilui¢@o foi de 1:25 v/v. Triton X-100 foi
adicionado as solugdes analiticas com o objetivo de melhorar a repetitividade das
determinagdes. Os resultados obtidos com o método descrito acima foram concordantes com
aqueles obtidos para as amostras digeridas.

Mckinstry et al. (Mckinstry et al.,1999) e Hua et al. (Hua et al., 2000) determinaram
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P ¢ Zn em formulas infantis e leite em pé por ICP OES
configurado radialmente. Nesses estudos as amostras foram preparadas como suspensdes em
Triton X-100 10% v/v (Mckinstry & Indyk, 1999) e uma mistura de aminas terciarias soliveis
em agua (CFA-C 10% v/v) (Hua et al.,, 2000). Testes de adi¢do e recuperagdo apresentaram
valores adequados para Ca, Cu, Mg, P e Zn, da mesma forma que ja foi observado por Murcia
et al. (Murcia et al., 1999). Segundo os autores o uso da visdo axial ndo melhorou
significativamente a sensibilidade.

Santos et al. (Santos et al., 2002) desenvolveram uma alternativa aos procedimentos
para estabilizacdo das suspensdes de leite usando os reagentes CFA-C (Nobrega ef al., 1997;
Mckinstry et al., 1999) e Triton X-100 (Hua et al., 2000). Nesse estudo foram propostas duas
misturas: MEA (monoetanolamina) + acido citrico e TRIS (hidroximetilaminometano) + acido

citrico. Os resultados demonstraram que esses reagentes podem ser usados como alternativa ao
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CFA-C sem comprometer a qualidade dos resultados. Outra vantagem do uso desses reagentes

€ 0 menor custo comparativamente a mistura comercial de aminas.

2.2.3 — Especiacio Quimica

Silva et al. (Silva et al., 2001) usaram dois procedimentos para investigar as intera¢des
entre Ca, Fe, Mg e Zn e as proteinas do leite bovino. As separacdes seletivas nas amostras
foram obtidas usando precipitacdo acida das proteinas com &cido tricloroacético (TCA) e
hidrélise enzimatica das proteinas empregando uma solu¢do de pepsina. Os resultados foram
comparados com as concentragdes totais obtidas apds decomposi¢do acida em forno de
microondas e medidas por ICP OES. Os dados obtidos por precipitagdo enzimatica e acida
mostraram diferentes intera¢des entre Ca, Fe, Mg e Zn no sistema formado pelos constituintes
do leite. Ca, Mg e Zn estavam preferencialmente associados ao fosfato de célcio coloidal,
enquanto o Fe estava ligado a cadeia peptidica da caseina que foi quebrada pela enzima da
pepsina. Essas aproximagdes podem ser usadas para avaliar a complexidade desses tipos de
interagdes quimicas.

Um método de especiacdo envolvendo a extracdo em fase solida de fragdes de analitos
(Cu e Mn) usando um sistema de injecdo em fluxo e determinagdo por ICP OES foi
investigado por Abolino et al. (Abolino et al., 1998). O método desenvolvido foi baseado na
extragdo em fase solida de fragdes seletivas dos analitos, seguida pela eluigdo e quantificacdao
dos analitos. Antes da execugdo do procedimento proposto, a fragdo protéica do leite foi
separada por precipitagdo a fim de obter solucdes limpidas. Essa estratégia foi necessaria para
evitar problemas de entupimento das microcolunas de separagdo. As determinagdes nas
amostras reais foram feitas usando o método das adi¢des de analito, e, de acordo com os
resultados obtidos, o Cu esta distribuido principalmente entre a fragdo catidnica (40%) e a
fracdo ligada a caseina (53%), enquanto que o Mn encontra-se principalmente na forma
cationica (47%), associado a espécies ndo retidas na coluna (25%) e ligado a caseina (10%).
Segundo os autores, 0 Mn parece preservar a forma quimica na qual o elemento ¢é introduzido
como nutriente no alimento.

Bocca et al. (Bocca et al., 2000) determinaram Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn em cinco
diferentes fragdes de leite humano (agregados de caseina, imunoglobina, soro albumina e

lactoferrina, lactalbumina e substincias de baixo peso molecular, ex., compostos nio-
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protéicos). As separacdes foram obtidas por cromatografia de exclusdo de tamanho (do inglés
SEC) e as determinagdes foram feitas por ICP OES configurado axialmente e com nebulizagéo
ultra-sonica. De acordo com o estudo, Cu e Fe estdo distribuidos entre todos os compostos
organicos, porém, o Fe estda associado principalmente as proteinas da caseina e
imunoglobulina. Ja o Ca e Mg estdo ligados preferencialmente aos compostos de baixo peso
molecular (ndo-protéicos) enquanto que o Mn pode ser encontrado em quantidades razoaveis
nos agregados de caseina (28%) e nos compostos de baixo peso molecular (30%). Por outro
lado, Zn esta ligado principalmente a lactalbumina, no entanto, fragdes consideraveis de Zn
também podem ser encontradas associadas aos citratos, caseinas, albumina e lactoferrina. O
estudo também mostrou que Ca ¢ Mg apresentam uma associagdo fortemente positiva,
enquanto que a associagdo entre Cu e Zn foi bastante negativa. Esse comportamento confirma
a interacdo competitiva metal-metal nos processos de transferéncia do trato gastrointestinal

para o sangue (Bocca et al., 2000; Franco, 2004).

2.4 — Espectrometria de massas acoplada a plasma induzido (ICP-MS)

2.4.1 — Procedimentos envolvendo digestao acida

Krushevska et al. (Krushevska et al., 1996) empregaram o reagente CFA-C para
melhorar os sinais de As e Se e reduzir as interferéncias isobaricas causadas por ArCl" nas
determinagdes por ICP-MS. Foram analisadas amostras certificadas de tecido de ostra, leite
desnatado, formulacdo de dieta e figado bovino. As amostras foram decompostas usando trés
diferentes procedimentos, digestdo em forno de microondas, digestao sob alta pressdao (HPA) e
por via seca. As solugdes resultantes dos dois ultimos procedimentos adicionou-se CFA-C
10% v/v. Comparando os procedimentos, em termos de limites de detec¢do e interferéncias
causadas por ArCl", com CFA-C ou com a adigdo de nitrogénio no plasma, foi observado que
os resultados obtidos na presenca das aminas foram mais exatos. A andlise de materiais de
referéncia de tecido de ostra, leite desnatado e figado bovino atestaram a aplicabilidade do

método.
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Alkanani ef al. (Alkanani et al., 1994) investigaram a eficiéncia de dois procedimentos
de digestdo para a analise de amostras de leite em po, leite humano e em formulagdes infantis
por ICP-MS. Os analitos determinados foram As, Ca, Cd, Cr, Cu, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb ¢
Zn. As amostras foram digeridas em forno de microondas com cavidade e frascos fechados e
em um tubo de digestdo (PFA) fechado aquecido em chapa. Utilizando o procedimento de
digestao acida em forno de microondas, os autores obtiveram precisdes adequadas (RSD <
5%) para a maioria dos analitos, porém, para alguns analitos (As, Cd e Cr) a precisdo obtida
foi baixa (RSD > 20%). Isso ocorreu, provavelmente, devido as concentracdes desses
elementos serem proximas dos limites de detecg@o.

Uma etapa de pré-concentragdo ou de pré-separacdo dos elementos alcalinos com
acetato de amonio apos a etapa de digestdo também foi testada (Alkanani et al., 1994). A
primeira alternativa apresentou desempenho inferior ao demonstrado pela analise direta das
amostras, enquanto que a segunda reduziu significativamente a concentracao dos analitos nas
solugoes digeridas reduzindo dessa forma problemas de interferéncias isobaricas. Porém, junto
com os metais alcalinos a elui¢do de outros analitos também foi observada (ex. Pb e Ni),
dificultando a quantificagcdo desses elementos na matriz de interesse. Por outro lado, os valores
de concentracdo obtidos usando o método de digestdo em chapa aquecida foram concordantes
com os valores certificados para a maioria dos analitos investigados. No entanto, esse
procedimento levou cerca de 5 dias para ser completado, o que pode ser considerado como
uma limitagdo importante. Ja os valores para as amostras de leite materno foram concordantes
com os valores da literatura.

Amarasiriwaradena et al. (Amarasiriwaradena et al., 1997) digeriram 5 g de leite
bovino e humano em um sistema de digestao sob alta pressdao (HPA). A digestdo das amostras
levou cerca de 1,5 h, a 230 °C, sob uma pressdo de 115 — 118 bar. Esse procedimento
possibilitou a determinagdo de Ca, Fe, K, Na, Mg, P e Zn por ICP OES ¢ Al, Cu, Mn, Mo, Rb
e Se por ICP-MS em amostras de leite desnatado certificado, com adequada exatiddo. A
analise semi-quantitativa das amostras de leite digeridas identificaram mais de 30 elementos,
entre eles As, Hg e Se com boas recuperacdes. A quantidade de carbono residual nas amostras
digeridas foi de 1,2% m/v.

Dois diferentes métodos de preparagdo da amostra para analise por ICP-MS com
dilui¢do isotopica foram investigados por Radlinger ¢ Heumann (Radlinger & Heumann,
1998) com o objetivo de determinar iodo em amostras a base de leite e soja. A quantificacao
de iodo em trés amostras certificadas de leite (BCR 063, 150 e 151) e uma de figado bovino

(BCR 185) apos a extragao do analito com TMAH, sob alta temperatura em frasco fechado ou
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apos a decomposi¢dao acida (HClIO4 + HNOs3) em forno de microondas, apresentou boa
exatiddo. A andlise de amostras de leite liquido (a partir do p6) e de alimento a base de soja
feita por ICP-MS com dilui¢do isotopica e por ICP-MS foram concordantes, porém, a taxa de
amostragem, o nivel de interferéncias e a precisdo foram melhores com a técnica usando
diluigdo isotdpica.

Gélinas et al. (Gélinas et al., 1998) investigaram trés métodos de preparo de amostras
para a determinagdo de iodo por ICP-MS em formulagdes infantis, mistura dietética e em leite
em po6. O método de combustdo com oxigénio ativado por radiagdo infravermelha (Trace-O-
Mat) e o método de combustdo em frasco de Schoniger mostraram bons resultados para as
amostras investigadas. Porém, o primeiro método mostrou uma menor taxa de amostragem,
maior custo ¢ maior complexidade em relagdo ao segundo método. Por outro lado, o
procedimento baseado na extracdo a temperatura ambiente com CFA-C 10% v/v apresentou
recuperagdes quantitativas de iodo nas amostras investigadas. A simplicidade do preparo das
amostras ¢ a taxa de amostragem foram os maiores atrativos desse método, embora, como
destacado pelos autores, o reagente CFA-C parece ndo ser indicado para a extra¢do de iodo em
amostras de tecido de ostra e figado bovino, por exemplo, devido as baixas recuperagdes

observadas.

2.4.2 - Amostras preparadas como suspensoes

Baumann (Baumann, 1990) determinou iodo por ICP-MS ap6s uma simples diluigdo
de amostras de leite em po certificadas (350 — 400 mg) em amonia 0,5% v/v. A concentracao
de iodo determinado com o método proposto ficou proxima ao valor de referéncia (CRM 150)
e concordante para a amostra de referéncia CRM 63. Os valores obtidos por ICP-MS foram
comparados com os valores obtidos por fluorescéncia de raios-X e pelo método analitico. Os
resultados foram concordantes para todas as amostras investigadas.

Sturup e Biichert (Sturup & Biichert, 1996) desenvolveram um método baseado na
associagdo de um sistema de inje¢do em fluxo ¢ um ICP-MS para a determinagdo de Cu e iodo
em leite in natura e em leite em po. O preparo das amostras baseou-se na diluicdo com KOH
0,05 mol L' ¢ TMAH 0,07 mol L. Os efeitos de matriz sobre o Cu somente foram
contornados com o uso do método de adigdo padrdo. A repetitividade e a reprodutibilidade

para o iodo foram inadequadas para um dos materiais de referéncia certificado (CRM 063)
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devido a quantidade medida do analito ser proxima ao seu limite de detec¢do. Isso ocorreu
devido ao alto fator de diluigdo da amostra usado. No entanto, para as demais amostras de leite
em po certificadas os resultados de exatiddo foram adequados. O procedimento desenvolvido
apresentou uma freqiiéncia de amostragem de aproximadamente 11 amostras/hora, porém,
segundo os autores, o0 método ndo foi eficaz na determinagdo de outros elementos como Al,
As, Cr, Ni, Cd, Se e Pb devido aos efeitos de memoéria no ICP-MS, interferéncias isobaricas ou
solubilidade insuficiente dos analitos em meio alcalino.

Carrion et al. (Carrion et al., 1994) emulsificaram amostras de leite materno com etoxi-
nonilfenol (0,03% m/v) com o objetivo de determinar Ca, Cu, Fe, Mg, P ¢ Zn por ICP-MS.
Com a emulsificacdo foi possivel determinar todos os analitos em uma amostra de leite
desnatado em pé certificado com exatiddao ao nivel de 95% de confianga. A precisdo do
método foi avaliada com a analise de amostras reais de leite integral materno e a precisdo das
medidas ficou em torno de 0,3 — 2%. Com o método descrito foi possivel determinar diferentes

analitos no leite de 50 mulheres venezuelanas.
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Capitulo 3

Quimiometria
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3 - QUIMIOMETRIA

A quimiometria pode ser definida como a aplicagio de métodos matematicos,
estatisticos e de logica formal para o tratamento de dados quimicos, de forma a extrair uma
maior quantidade de informagdes e melhores resultados analiticos. A principio, esses métodos
foram desenvolvidos e empregados em outras areas do conhecimento, enquanto que as
solugdes dos problemas em quimica analitica eram obtidas através de métodos tradicionais de
analises por via umida como, titulagdo, precipitacdo, reagdes especificas, extracdo, etc. Esses
métodos tradicionais ainda muito importantes sdo, em alguns casos, considerados lentos e
dispendiosos. A partir dos anos 70, o desenvolvimento tecnolégico relativo ao surgimento de
métodos instrumentais computadorizados para a analise quimica, possibilitou a geragdo de
uma gama de informagdes, de forma rapida e com boa qualidade, que além de grandes
dimensoes, sdo as vezes, complexas ¢ variadas, ndo podendo dessa maneira ser explicadas por
modelos tedricos da quimica classica. Foi entdo que um certo nimero de quimicos, como S.
Wold (Umea University - Suécia), se intitularam como quimiométricos dando origem a uma
nova area dentro de quimica analitica ( Borges Neto, 2001; Otto, 1999; Bruns & Faigle, 1995).

A quimiometria enfoca o estudo de medidas analiticas baseando-se na idéia da
observacao indireta, relacionando essas medidas a composi¢do quimica de uma substancia e
deduzindo o valor de uma propriedade de interesse através de alguma relagdo matematica.
Devido a sofisticagdo das técnicas analiticas, novos métodos quimiométricos sao
desenvolvidos até os dias de hoje, com o objetivo de resolver problemas de analise de dados
multivariados.

Conforme o objetivo do estudo, a quimiometria pode ser dividida em algumas areas
muito aplicadas atualmente como: estatistica descritiva, processamento de sinais analiticos,
planejamento e otimizacdo de experimentos, reconhecimento de padroes e classificacdo de
dados, calibracdo multivariada, monitoramento ¢ modelagem de processos multivariados,
métodos de inteligéncia artificial, dentre outras (Otto, 1999; Bruns & Faigle, 1995; Wold &
Sjostrom, 1998; Seasholtz, 1999; Miller & Miller, 2000; Vandeginste et al., 1998; Beebe et
al., 1998). Com a real possibilidade de se trabalhar sistemas multivariados, métodos
quimiométricos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de resolver os problemas para

analisar os dados desse tipo de sistema (Borges Neto, 2005).
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3.1 — Figuras de mérito

3.1.1 - Método dos Minimos Quadrados

Em quimica analitica, a calibrac¢do estabelece a forma com que o sistema responde a
alteracdes no pardmetro medido, enquanto que a rastreabilidade estabelece a exatiddo do
resultado da medigdo [VIM 3.5] (Portaria INMETRO n°® 029/1995, 2000) através de materiais
de referéncia. Essencialmente, a rastreabilidade é uma propriedade do valor do resultado de
uma medi¢do ou do valor transportado por um material de referéncia, nunca podendo ser
atribuida a um método, a um instrumento, a um material ou a um Instituto (Nacional) de
Metrologia, mas sempre a outro valor (De Bi¢vre, 1999). Os métodos estatisticos, por sua vez,
sdo ferramentas indispensaveis no desenvolvimento e na utilizacdo dos procedimentos de
medi¢cdo [VIM 2.5]. Na validagdo de métodos de analises quantitativos, o conhecimento de
uma fun¢do da resposta instrumental é essencial, sendo, dentro de uma extensao de aplicagéo,
a relacdo entre a resposta (o sinal medido) e a concentracdo ou quantidade do analito na
amostra. Esta relacdo ¢ obtida através de uma simples regressdo linear, estimando os
parametros da regressdo, inclina¢do e intercepto, pelo método dos minimos quadrados (De
Beer et al., 2006). Em analise quimica instrumental, a regressdo linear ¢ usada para fazer a
calibragdo do método de medigdo. A variavel independente é, em geral, a concentracdo do
analito.

A regressdo linear ¢ um método para se obter a melhor fungdo

y=f(x;p,, Pyses P,,) » linear nos m parametros p, ajustados, entre a variavel independente
x e a variavel dependente y, e.g.: um polindmio de 2° grau: y = p, + p,x+ p,x°. A variavel

x também ¢ chamada de varidvel preditora, enquanto a variavel y ¢é chamada de resposta

instrumental.
O método de regressao linear mais comumente usado ¢ o Método dos Minimos

Quadrados — MMQ. Existem dois tipos basicos de MMQ:

> MMQO — Método dos Minimos Quadrados Ordindrio ou ndo ponderado
(Ordinary Least Square — OLS).

> MMQP - Método dos Minimos Quadrados Ponderado (Weighted Least
Square — WLS).
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Cada um dos dois tipos de MMQ pode ser dividido em dois casos:

> MMQO com variancia comum o~ (y,) = o conhecida.
> MMQO com varidncia comum o¢~(y,)= o desconhecida e estimada a

partir do desvio padrio do ajuste ou residual s°.
> MMQP com variancias ¢*(y,) conhecidas e diferentes, que chamamos
de MMQP Absoluto —- MMQPA.

> MMQP com variancias ¢*(y,) desconhecidas, mas com relagio entre

elas conhecidas, que chamamos de MMQP Relativo - MMQPR.

Evidentemente nunca conhecemos o valor de o ou dos o’(y,), assim, quando
dizemos que eles sdo conhecidos, queremos significar com isso que, temos estimativas
bastante seguras de seus valores. Podemos usar como estimativas seguras dessas variancias, o
quadrado das incertezas experimentais obtidas de uma contabilidade sistematica das
contribui¢des de todas as fontes de incerteza segundo o ISO GUM (INMETRO - GUM, 1998).
A maioria da literatura quimica relata apenas o0 MMQO. Esse método, porém, s6 pode ser
usado se forem obedecidas as seguintes condicdes:

> As incertezas de x devem ser nulas: S, =0 ou, pelo menos, sdo
despreziveis em relacdo as incertezas de y. Para o caso da reta, devemos observar:
bs, <<s, .

> As incertezas de y sdo as mesmas para todos os pontos s, =s y, > €582 ¢

a condi¢do de homocedasticidade.

> Todas as covariancias entre x; ¢ x; sdo nulas:cov(x,,x;)=0.
As cov(y;,y;)=0 podem ndo ser nulas, mas se forem nulas, ¥, ¢ diagonal e os

calculos se simplificam. O MMQ nao exige que os valores de y obedecam fdp normais

(Hamilton, 1964) como geralmente aparece na literatura, mas quando isso ocorre, 0s
estimadores de MMQ s3o equivalentes aos estimadores de maxima verossimilhanca e
podemos facilmente atribuir valores de probabilidades aos limites de confianga obtidos, assim
como fazer testes de hipoteses.

Atualmente, varios pesquisadores quando realizam a etapa de calibragdo do método
analitico, utilizado para uma dada medigdo, realizam o Método dos Minimos Quadrados
Ordinario, sem considerar o comportamento dos dados obtidos, como as respostas

instrumentais, para certas faixas de concentracdo do analito a ser analisado. A utilizacao
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inadequada de um método, para realizar uma regressdo linear, contribui com um erro
sistematico no processo de medi¢do. Existem na literatura (Meier & Ziind, 2000; Hamilton,
1964) varios métodos que propdem a utilizagdo do Método dos Minimos Quadrados
Ponderado, quando os dados sdao heterocedasticos, isto €, quando possuem variancias
diferentes, ao longo da faixa de concentracao a ser calibrada.

Neste trabalho, comparamos a utilizagdo do Método dos Minimos Quadrados
Ordinario e o Método dos Minimos Quadrados Ponderado, na calibragdo do método de analise

de metais essenciais e toxicos, presentes em leite materno, utilizando a ICP-MS e a ICP OES.

3.1.1.1 — Teoria

Consideremos que o mensurando y dependa do mensurando x e de pardmetros p, de
tal forma que se temos n observacdes de y podemos escrever o seguinte modelo
observacional:

W =a,p, +a,p, +..+a,,p, +e,
Y,=ayp, ta,p,+..+a,,p, te,,

yn =anlpl +ar12p2 +..t anmpm +en

Podemos escrever essas equagdes na forma matricial:

Y =J P +E 3.1
n,l n,l

n,m= m,l

A matriz J ¢ a matriz de planejamento e ¢ dependente dos valores dex,. A matriz

planejamento ¢ a matriz do Jacobiano de y, no espago dos parametros p,:
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dy, Iy %,
dp, dp, ap,
S I oA ) P,
J= a'21 a'22 a'2n — apl apz 3 apn (3.2)
M . aii . . . L .
anl an2 ann apl
W, W, Py,
_apl dp, ap,

Os erros e; da matriz £ tém médias zero e variancias finitas.

Nosso problema ¢ encontrar o melhor estimador P para os parametros P . Iniciaremos

supondo que conhecemos as varidncias (incertezas u(y,)=0,) e covariancias de todos os
valores das respostas instrumentais y, através da matriz das varidncias e covariancias ou

simplesmente matriz das covariancias V, :

var(y,)  cov(y,y,) -+ cov(y,y,)
| eov(y,, ) var(y,) cov(y,,p,)
=% . . (33)
: : var(y,)
cov(y,,y) cov(y,,¥,) var(y,)
ou
0-12 0,0,pP), v 0,0,0,
2
_ 0,0,0, o, vt 0,0,0,,
o=l : 5 . (3.4)
O-no-lpnl O-no-an2 e O-rf
onde:
2 2
o7 =var(y,) =cov(y,,y,) =V, =¢{ ¢} (3.5)
e
0,0,p; =cov(y,,y,) =V, =€lee; } (3.6)

O termo p, € o coeficiente de correlagdo linear entre y, e y;:
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cov(y;, ;) B 0',.]2. 8{eiej}

Py = - =
! Jvar(yi).var(yj) 0,0; ,lg{ef Hef}

(3.7)

O M¢étodo dos Minimos Quadrados proposto por Gauss, para o caso de variancias

iguais, MMQO, consistia em minimizar a soma dos quadrados dos desvios d,ou residuos

entre os valores experimentais y, calculados e estimados J,:

S0=>d}=>(y,- )’ (3.8)
i=1 i=1
onde
Y=JP (3.9)

que € equivalente a minimizar:

so=L Y-y g (310

i=1 i=1 o
Definindo a matriz dos residuos:
=Y-Y=Y-JP (3.11)
Entdo, minimizar SQ ¢ equivalente em minimizar a forma quadratica:
SQ=0"D'ID (3.12)

Quando as variancias ndo sdo iguais, isto ¢, quando temos 0 MMQP, também devemos

minimizar a forma quadratica:

SQ=D'V'D=(Y-JP)V (Y -JP) (3.13)

Assim, temos:
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D'V'D=(Y -JP)" V' (Y -JP)
=YV'Y+P TV IP-Y'VIP-PJVY

_ -1 D -1 1D Dt -1
=YV Y+(P)V JP-2P'JV Y
Derivando SQ relativamente aos pardmetros a ajustar p, e igualando a zero:

oDV 'D .
BSAQ: ( ~ ):2(J‘Vy’1JP—J’Vy’1Y):O (3.14)
oP' oP'

Obtemos as chamadas equagdes normais:
VI DP=JV'Y (3.15)
Definimos a matriz das equacdes normais B através da equagao:
BEJ’V_V_IJ (3.16)
Com a equacio (3.16), a equacao (3.15) pode ser reescrita:

BP=JV'Y 617
5 p-l -1 ’
P=B"JVY

O estimador de MMQ de P, dado pela equacdo (3.17) ¢ de minima variancia e também
minimiza a variancia de qualquer combinagdo linear dos pardmetros. Dai a importancia do
MMQ (Hamilton, 1964). Em particular, usando as incertezas dos parametros ajustados,
podemos obter a incerteza da interpolagdo de um dado valor de x, a partir da resposta

instrumental y, medida experimentalmente.

A matriz de covariancias dos parametros ajustados ¢ definida por:



39
_ -1
v,=B" =c*(J'WJ) (3.18)

Entio, para obtermos as incertezas dos pardmetros ajustados, precisamos conhecer o .

. . A . . . 2
Por outro lado, podemos estimar as incertezas nos parametros ajustados, substituindo ¢~ na

equacdo (3.18) por seu estimador ndo tendencioso s*:

A

YT -1

v, =s*wJ) (3.19)
Precisamos, entdo, obter s> a partir dos dados experimentais. Assim, usando o método

dos momentos, um estimador ndo tendencioso da variancia o> da observacio de peso unitério

é:

, D'WD

n—m

(3.20)

Onde n ¢ o nimero de pontos experimentais na calibracdo e m ¢ o niimero de
parametros ajustados de B. O termo s* ¢ uma espécie de variancia ponderada do ajuste ou
variancia residual ponderada. Finalmente, inserindo a equagdo (3.20) na equagado (3.18) ou
equacgdo (3.19), obtemos um estimador ndo tendencioso para a matriz das covariancias para os

pardmetros:

5 D'WD -

V,=s’B === (1w’ (3.21)
n—m

Que ¢ o produto do inverso da matriz das equacdes normais pela estimativa de o.

No contexto do MMQO, se o valor da varidncia comum o ¢é conhecido, entdo usamos
esse valor na equagdo (3.18) para obter as varidncias dos pardmetros, na diagonal de V, e as
covariancias entre eles fora da diagonal. Se ¢ ndo ¢ conhecido, entdo estimamos o pela
equagdo (3.20) e obtemos V, através da equagdo (3.19), i.e.: calculamos V, atraves da

equacgao (3.21). Nos dois casos, usamos W = I.
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3.1.2 - Qualidade do ajuste do MMQ

Para avaliar a qualidade do ajuste do MMQ podemos calcular os residuos através da

expressao:
D, =Y-Y=Y-JP (3.11)
r r . . dl
Com os residuos, podemos calcular os residuos padronizados ou reduzidos —, que
S;
consistem no residuo dividido pela incerteza em cada ponto da curva de calibragdo. Para um

bom ajuste, os residuos padronizados devem ter valores, em moddulo, em torno de 1. Também

podemos utilizar o valor do chi-quadrado reduzido (7_,) para avaliar a qualidade do ajuste,

2 2
que possui o intervalo de confianga /C =1- 2\/; (X (14 2\/; .

Sea Y ~ N(,u , O') entdo a soma de quadrados SQ definida na equagao (3.13):
(-1 AY -1 D
so=D'v;'D=v-JB) v (v - P) (3.13)

Sera uma variavel de y°, pois D = N(0,1), cujo valor esperado é o grau de liberdade
v=n-—-m:

x'=S0=D'V'D (3.22)

Definimos como chi-quadrado reduzido, y, a razdo do chi-quadrado pelo seu grau de
liberdade:
y? D Vy"lD

n—m n—m

(3.23)

Se os valores de y,, forem muito maiores que 1 ou muito proximo de zero, podera

ser explicado por uma ou ambas das razdes a seguir:
> A matriz V) estd mal estimada, i.e. as incertezas experimentais estdo sub

ou super estimadas, levando a chi-quadrado reduzido alto ou baixo, respectivamente.
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> A funcdo ajustada ndo ¢ adequada, ou ela tem poucos parametros a
ajustar ou tém parametros demais levando a chi-quadrado reduzido alto ou baixo,
respectivamente.

Neste trabalho, os testes do chi-quadrado reduzido ( _,) e os residuos padronizados,

foram usados para avaliar a qualidade do ajuste do Método dos Minimos Quadrados

Ponderado Absoluto e do Método dos Minimos Quadrados Ordinario, quando utilizado.

3.1.3 - Limites de Confianca e Limites de Previsao do Ajuste

As curvas do limite de confianca do ajuste (CLCA) sdo duas curvas acima e abaixo da
reta ajustada que indicam onde devemos encontrar os valores da variavel dependente usados
na calibragdo para um dado nivel da confianga. As curvas do limite de previsdo (CLP) sdo
duas curvas acima e abaixo da reta ajustada que indicam onde devemos encontrar os valores
da variavel dependente para um dado nivel da confianca, no caso de refazermos uma nova
medi¢do da resposta instrumental. Essas Gltimas sdo as curvas que interessam para quimico

analitico.

As CLCA no contexto do MMQ somente informam a regido ao redor da reta onde
devemos encontrar uma dada percentagem dos pontos usados para a calibracdo e podem ser
construidas da seguinte forma:

Consideremos um dado ponto especifico de x, digamos x* do ajuste da reta

y=a+bx. Entdo, para o ponto x* temos: y*=a+bx*, onde a=p, e b=p, sdo os

parametros ajustados pelo MMQ. A variancia de y* sera estimada por:
s (y*)=s(a)+ (x*)*s*(b)+ 2 x * cov(a, b) (3.24)

As variancias e covariancias aqui consideradas sdo obtidas da matriz V), estimada pela

equagdo (3.21). Para 0o MMQO obtemos:

s*(y*)=s2, P +M} (3.25)
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Onde s’ ¢ dado pela equagio (3.20) com W = I, ¢ a variancia do ajuste ou varidncia
residual do ajuste [aqui ndo ponderada como na equagdo (3.20)]:

(3.26)

Onde N ¢ o numero total de pontos, incluindo as replicatas. O desvio padrao residual

do ajuste obtido da equacdo (3.26) pode ser escrita na forma nao matricial como:

1

S o =\/(EJ{NCZZ + ZN:yfi +b° ﬁ:xfj +2abixi,j —2a§:yu —ZbZN:xi,jyi,i} (3.27)

i,j=l1 i,j=1 i,j=1 i,j=l1 i,j=l1

E o0 O\ ¢ o determinante de B dividido por N, o numero total de pontos, dado por:

¥ (3.28)

2 L (5
0, = x,-%) =dejv(3)=det(J ) e NE )

Assim, usando a equagdo (3.29) podemos construir a CLCA, ponto a ponto,

adicionando ¢ subtraindo ao valor de y dado pela curva ajustada ¢,,,.,_, s(y*) (Hines &

Montgomery, 1990; Vandeginste et al., 1997):

LCA, =y ¥t 1,,, s’ (y*)=y*+ALC, (3.29)
1 (x*-x)
LCA =y*%t,,,, , |52 | —+—"2 3.30
y y a/2,N—2\/ res|:N Qxx i| ( )
det|J'J
Qxx=¥ (3.31)

Outra forma equivalente do LCA,, é:
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£ _ =)
LCA, =y*%t, ., \/Srzes {% + %} (3.32)

As CLP de uma nova medicao de y sdo externas as CLCA, pois elas devem incorporar
a incerteza s”(y) devido a nova medigdo de y, que ¢ uma medi¢io independente daquelas

usadas para construir a reta de calibragdo. Assim, temos:
s’ (y *) =s° (y) +5° (a) + (x *)2s2 (b) +2x*cov (a, b) (3.33)

Onde s*(y) ¢ a variancia do novo ponto sendo medido.

No MMQO ¢ assumido que todos os pontos tém a mesma incerteza
(homocedasticidade) de y, inclusive o novo y sendo medido, a qual ¢ estimada por s, =s 0
desvio padrdo do ajuste ou desvio padrdo residual do ajuste obtido da equagdo (3.26). Assim,

as CLP de MMQO serdo obtidas dos Limites de Previsdo — LP, dados pela equacdo (3.34), se

um unico valor de y* for medido:

LP, =y* %ty s’ (y*) =y *£ALP, (3.34)
1 (x*=x)
LPy :y*i t“/z;N‘z\/S’Z‘?S|:l+ﬁ+Q—M:| (335)
No caso de se fazer k replicatas da nova medi¢do de y temos:
B 2|11 (x*=x)
LPJ’_y*it‘”Z;N2\/S’e“{2+ﬁ+g—xx (336)

Outra forma equivalente é:

11 *—y)’
LPy=y*ita/2;N—2\/sr2es|:;+ﬁ+%i| (337)
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Devido a homocedasticidade assumida no ajuste de MMQO, os LP,, sdo iguais para
todos os pares de pontos eqiiidistantes acima e abaixo do centroide. Calculando os LP, para
varios valores de y* e os colocando no grafico da reta de calibragdo, obtemos as CLP. A partir
das CLP podemos obter graficamente a incerteza, s, , de x* obtido da interpolagdo a partir do
novo valor de y medido. Para isso, tragamos uma reta paralela ao eixo x no valor de y* onde

essa reta cruzar as CLP lemos os correspondentes valores de X, € Xxq, que sdo os limites

('xsup - xinf)
2

inferior e superior de confianca de x*. E, nos da sy

Como podemos observar na figura 3.1, para o ajuste feito através do MMQO, a regido
de maior precisdo, estd em torno do centroide, onde ¢ demonstrada pelas curvas de limite de
confianga do ajuste e, conseqiientemente, pelas curvas de limite de previsdo, que sao
simétricas em torno do centréide. Com isso, as concentragdes na regido em torno do centroide
devem ser as escolhidas para a preparacdo de solugdes para a verificacdo da exatidao do
método, seja através de solucdes a partir de material certificado ou em estudos envolvendo
métodos de adi¢do e recuperagdo, por ser a regido onde se tem uma maior precisdo do método
analitico. Ja a figura 3.2, demonstra um ajuste feito através do MMQPA, onde, ao contrario do
ajuste feito pelo MMQO, a regido de maior precisdo, esta em torno do baricentro, sendo esta a
regido de concentracdo que deve ser escolhida para a preparagdo de solugdes para a
verificacdo da exatiddo do método, que ¢ demonstrada pelas curvas de limite de confianga do
ajuste, que sdo simétricas em torno do baricentro, e pelas curvas de limite de previsdo, que,
geralmente, sdo assimétricas em torno do baricentro, devido a heterocedasticidade das

respostas instrumentais.

Resposta @ centroide
instrumental —LCinf

(cps) —1Cs y =247,18x + 2014
LC?UP R?=0.9999

2,50E+04 LPinf
LPsup

2,00E+04 — Linear (curva de
calibragdo)

1,50E+04

1,00E+04

5,00E+03

0,00E+00

-5,00E+03

Concentragdo (ug L)

Figura 3.1. Grafico da curva de calibragdo ajustada pelo MMQO, juntamente com as
curvas de limite de confiancga e limite de previsao do ajuste.
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—— LCinf
—— LCsup
—LPinf
—LPsup
A baricentro
m centrdide
— Linear (reta calibrada)

Resposta
instrumental
(cps) y=8722,8 x + 4806
R?=0,9999

2,00E+05 -

1,60E+05

1,00E+05

5,00E+04 -

0,00E+00

0 S 10 15 20

Concentragio (ug L")

Figura 3.2. Grafico da curva de calibracéo ajustada pelo MMQPA, juntamente com
as curvas de limite de confianga e limite de previsao do ajuste.

Neste trabalho, utilizamos as curvas de limite de confianga e de previsdo do ajuste,
para assegurarmos se algum ponto, tanto utilizado na calibracdo do método analitico, quanto
pontos de amostras analisadas, pertenceriam a mesma populacdo de dados, ou seja, se esses
pontos seriam outliers ou ndo, e na preparacao de solugdes para a verificagdo da exatiddao do

método.

3.1.4 - Incerteza na previsao do valor da variavel regressora x*

Em quimica analitica estamos mais interessados na incerteza s,+ da previsdo da

concentracdo do analito na amostra de ensaio, ¢* = x*, em funcdo do valor médio das

absorvancias (ou outra resposta instrumental) replicadas, 4* =y . Nesse caso, temos:

k= (3.38)

Aplicando novamente a expressao de propaga¢do das incertezas:

* 2 * 2 * 2
sz(x*)z(gj*J sz(y*)+[aaan sz(a)+(aabe sz(b)+2%%cov(a,b) (3.39)
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Obtendo as derivadas indicadas na equacdo (3.39) a partir da equagdo (3.38) e as

inserindo na equagdo (3.39), obtemos:

SZ(x*)=(lj2s2(y*){_ljzs«a) (—y*_ansz(b)+2yZ3_acov(a,b) (3.40)

bZ

que conduz a incerteza padrao (EURACHEM/CITAC, 2000):

2 2 %*)2 .2 *
s(x*):JS () +5*(@)+ (r*)'s*(b)+ 2 cov(a.) G41)
b
Os limites de previsao para x* serdo:
LP, =x*%t,,, ,s’(x*)=x*LALP, (3.42)

Podemos usar para os calculos de LCA4, as equacdes (3.29) e (3.24), para os calculos de
LP, as equacgoes (3.34) e (3.33) e para os calculos de LP; as equagdes (3.42) e (3.40) ou (3.41)
tanto no MMQO como no MMQPA ou no MMQPR. A partir da equagdo (3.41), aplicada no
contexto do MMQO, obtemos a seguinte expressdo, muito encontrada na literatura quimica
(Vandeginste et al., 1997; Meier & Ziind, 2000; Miller & Miller, 2000; EURACHEM/CITAC,

2000) para o calculo de s(x*) no caso de uma reta de inclinacdo b:

s(x*)=sﬂ\/{l+i+w} (3.43)

Existe na literatura (Vandeginste et al., 1997; Meier & Ziind, 2000; Miller & Miller,
2000) varias propostas de expressdes diferentes da equagdo (3.41) e ao estilo das equagdes
(3.34) e (3.36), para o calculo de s(x*) no contexto do MMQP. Somente aquela apresentada
em (Cetama, 1983) reproduz o valor correto calculado pela equacdo (3.41), por isso
recomendamos extrema cautela quando nao usarem a equacgdo (3.41) para esse calculo. A
expressdao dada em (Cetama, 1983) produz somente resultados coincidentes com aqueles das

equagodes (3.40) e (3.41) no MMQPA, assim, sua equagao é:
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- - 2
ey et 2

X, )=— + +
b, \kw* ZWi

(3.44)

l 1 1 ()_/*_ywA)zzwi
=— + +
b, \kw* ZWi b‘iAA

xx,wA

onde os indices wA indicam que a estatistica considerada foi calculada com a
ponderagdo pelo inverso das varidncias da variavel resposta. w* € o peso da nova medicao de y

e pode ser o inverso da variancia da média de y, se forem feitas replicatas. E, finalmente:

i,j=1 i,j=1 i,j=1 i,j=1

N N N N 2
Axx,wA = det(']t Vyil‘])z Q)oc,wA Z w;, = w; Wixiz,i - ( Z Wixia./ J ’
SJ=

(3.45)

Na realidade, para contemplar o fato de que para se obter as CLCA e CLP todos os

limites t€ém de ter “simultaneamente” o mesmo nivel de confianca, assim, essas curvas

deveriam ser construidas através dos LP obtidos com as equagdes:

LP, =x*$ALP =x*+\2F_, ,s*(x*) (3.46)

LP, =y*+ALP, = y*+\2F_, ,s*(y¥ (3.47)

O espaco entre as CLP e CLCA pode ser visto como uma regido conjunta de confianga,
enquanto que os limites de confianca dados pelas equagdes (3.24) a (3.47) s@o as segOes dessa
regido em cada valor da variavel, sdo por assim dizer, limites condicionais. Observar que:

F

\-azn- > La/amn Para todo n em um dado nivel de significancia & . As CLP podem ser

obtidas tanto a partir dos LP, como a partir dos LP;, pois o resultado final serd o mesmo.
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3.1.5 - Limite de Detecc¢ao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

3.1.5.1 — Limite de deteccao

Limite de deteccdo (/imit of detection, LD) e limite de quantificacdo (limit of
quantitation, LQ) tém recebido, nos ultimos anos, diferentes conceitos ¢ métodos para o
calculo de seus valores, que sdo facilmente encontrados na literatura.

O LD, também conhecido como a concentragdo liquida minima detectavel (minimum
detectable net concentration) ou como limite de determinagdo (limit of determination) ou
ainda limite de decisdo (limit of decision) (EURACHEM, 1998), expresso como concentragéo,
¢, ou quantidade, g, ¢ derivado da menor medida, x, que pode ser detectada com razoavel

certeza para um dado procedimento analitico. O valor de x ¢ dado pela equacao:

x=x, +ks, (3.48)

LD =x, +3s (3.49
b b

onde x; ¢ a média de medidas do branco, s, é o desvio padrao dessas medidas e k£ ¢ um
fator numérico escolhido de acordo com o nivel de confianca desejado. Um valor de 3 para k ¢
recomendado, pois representa um nivel de confianca de 99,6%. Na pratica, o valor 3s,
corresponde ao nivel de confianga de 90% (IUPAC, 1985).

O LD também ¢ conceituado como a verdadeira concentragao liquida ou quantidade de
analito no material analisado, que levara com uma probabilidade (1 — a), & conclusdo de que a
concentragdo do analito no material analisado ¢ maior que a da matriz branca (ISO 11843-1,
1997; EURACHEM, 1998) ou também pode ser conceituado como a mais baixa quantidade do
analito, se realmente presente, que sera detectada e pode ser identificada (EURACHEM, 1998;
Thompson & Wood, 1993; AOAC, 1993). Nesse sentido, o EURACHEM (EURACHEM,
1998) oferece breves recomendacdes sobre o que analisar € o que fazer com os dados para o

calculo do limite de deteccdo, que esta sumarizado no quadro 3.1.



Quadro 3.1. Limite de detec¢do — Breves recomendagdes.
Adaptada de (EURACHEM, 1998).

O que analisar O que calcular com os dados
a) 10 amostras independentes de branco medidas | Desvio padrao amostral “s” dos a) valores do branco, ou
uma vez cada b) dos valores do branco fortificado
ou

b) 10 amostras de branco fortificadas na mais | Expressar o LD como a concentragdo correspondente a
baixa concentracdo aceitavel medidas uma vez | a) média do valor do branco + 3s oub) 0 + 3s
cada
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Nessa abordagem assume-se que um sinal com 3s acima do sinal do branco somente seria advinda de um
branco com uma probabilidade muito menor que 1% das observagdes, ¢ que, portanto, deve advir de outra
coisa, tal como o mensurando. A abordagem a) somente ¢ 1til se o s do branco for diferente de zero. Obter
uma amostra realmente branca (sem a presenca do analito) pode ser muito dificil.

¢) 10 amostras de branco fortificadas na mais | Desvio padrdo amostral “s” dos valores do branco
baixa concentragdo aceitdvel medidas uma vez | fortificado
cada
Expressar o LD como a concentrag@o correspondente ao
do valor do branco + 4,65s (derivado do teste de
hip6teses)

A “mais baixa concentracdo aceitavel” ¢ aquela concentracdo mais baixa para a qual um certo grau de
incerteza aceitavel, pode ser obtida.

Assume-se como pratica normal, avaliar separadamente a amostra e o branco e corrigir para o branco,
subtraindo a concentragdo correspondente ao sinal do branco da concentragdo correspondente ao sinal da
amostra.

Se as medicoes forem feitas sob condig@o de repetitividade, isso também dara uma medida da precisao de
repetitividade.

Notar que tanto a média quanto o desvio padrdo do branco s2o dependentes da matriz do branco. Portanto, o
limite de detecgdo é dependente da matriz.

3.1.5.2 — Limite de Quantificaciao

Limite de quantificacdo (LQ), também conhecido como limite de notificagdo (l/imit of

reporting), ¢ a menor concentragdo de um analito que pode ser mensurada com niveis

aceitaveis de precisdo (repetitividade) e exatiddo sob as condi¢des estabelecidas do ensaio

(EURACHEM, 1998). Também pode ser conceituado como a quantidade igual ou maior que o

ponto de mais baixa concentracdo sobre a curva de calibracio (EURACHEM, 1998; AOAC,

1993) e também como caracteristicas de desempenho que marcam a habilidade de um

processo de medigcdo quimica de “quantificar” adequadamente um analito. A habilidade para

quantificar ¢ geralmente expressa em termos do sinal ou do valor (verdadeiro) do analito que

produzirdo estimativas tendo um especificado desvio padrao relativo, comumente de 10%.

Entao:

LO =ko (3.50)
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onde LQ ¢ o limite de quantificacdo, 6 é o desvio padrdo nesse ponto ¢ k € o
multiplicador cujo reciproco ¢ igual ao desvio padrdo relativo de quantificagdo selecionado. O
valor padrdo de k para a [UPAC ¢ 10 (IUPAC Orange Book).

Nesse sentido, o EURACHEM (EURACHEM, 1998) também oferece breves
recomendacdes sobre o que analisar e o que fazer com os dados para o calculo do limite de

quantificagdo, que esta sumarizado no quadro 3.2.

Quadro 3.2. Limite de quantificagdo — Breves recomendagdes.
Adaptada de (EURACHEM, 1998).
O que analisar O que calcular com os dados
a) 10 amostras independentes de branco | Desvio padrdo amostral “s” dos valores do branco.
medidas uma vez cada.

Expressar o LQ como a concentragdo correspondente a
média do valor do branco mais um dos seguintes valores:
i) 5s, ii) 6s, iii) 10s

b) Fortificar aliquotas de uma amostra de | Calcular o desvio padrdo amostral “s” do valor do analito
branco em varios niveis de concentracdo | em cada concentracdo. Fazer o grafico de s versus
proximos do LD. concentracdo e estabelecer o valor de LQ por inspecao.

Medir, uma vez cada, 10 replicatas | Expressar o LQ como a concentragdo mais baixa que pode
independentes em cada nivel de concentragdo. | ser determinada com um adequado nivel de incerteza.
Normalmente o LQ € parte do estudo para determinar a faixa de trabalho. Ele ndo deve ser determinado por
extrapolagdo abaixo da mais baixa concentrag¢@o do branco fortificado.

Se as medigdes forem feitas sob condi¢des de repetitividade, isso também dara uma medida da precisao de
repetitividade.

Como se pode notar, nem de longe, existe um consenso nos conceitos dos limites de
detecgdo e de quantificagdo. Esses métodos de determinagao do LD e LQ baseados na relacao
sinal/ruido ndo levam em consideragao:

» O esquema de calibragdo, que tem forte influéncia na precisdo do
mensurando (a concentra¢do da amostra), efeitos de matriz e de interferentes;

» A quase sempre heterocedasticidade da resposta instrumental em
fungdo da concentragdo do analito.

»  Esses métodos protegem o resultado contra o Erro do Tipo I,
falso positivo (concluir que o analito esta presente quando ndo esta), mas nao evita o
Erro do Tipo II, falso negativo (Meier & Ziind, 2000).

Existem na literatura (Vandeginste et al., 1997; Meier & Ziind, 2000) propostas para

obtencdo desses limites a partir da curva de calibragdo e de suas curvas de limites de
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confianga, especialmente se as solu¢des padrdes forem preparadas a partir de uma amostra de
branco ou de um material de referéncia certificado, representativos onde levam em

consideracdo, todo o esquema de calibragdo.

3.1.6 - Limites de previsao na determinacio de LD e LQ

As curvas dos LP podem ser usadas para a determinagdo do LD e LQ. Em (Meier &
Ziind, 2000) sao usadas as CLCA para a determinagdo de LD e de LQ, mas recomendamos o
uso das CLP por englobarem a incerteza da resposta instrumental na amostra de ensaio. O uso
das CLP conduzira a LD e LQ mais conservadores. A figura 3.3 representa o processo de

estimagdo do LD e do LQ quando o intercepto da reta de calibra¢do ¢ nulo: a =0

CLC supetior

Figura 3.3. Definicao dos limites de detecgao (LD) e de quantificacdo (LQ).

Para o caso de um nivel de confianga @ =5%, qualquer valor da resposta instrumental

ou sinal y, acima do ponto LP, .. ,,, marcado com um circulo na figura 3.3, s6 tem 2,5 % de

sup, o
chance de ser um sinal de branco ou ruido (noise). Logo, Ho: y = ruido ¢ rejeitada. Assim,

valores de sinal ou resposta instrumental igual ou acima LP, ., ,, devem de fato resultar da

presenga do analito. Podemos usar este valor para determinar o LD ¢ LQ conforme mostrado
na figura 3.3. Essa abordagem esta implicitamente assumindo que a fdp que gera a resposta
instrumental é normal, mesmo para y = 0. E isso € uma restricao a ela, pois certamente essa fdp

¢ positivamente assimétrica, visto que, em geral, y >0.
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Para determinar o valor de LP,, 0.

recomendamos os dois métodos de (Meier &
Ziind, 2000) adaptados para LP, dependendo do valor do intercepto a da reta de calibracao:

» Se a=>0,entao LP =a+ ALP,,onde ALP, ¢ calculado com x = 0.

sup,a%,LD -

> Sea<0,entdo LP, ,,,,,=0+ ALP,, onde ALP, ¢ calculado com x = Ta .

Usando as equacdes (3.34) e (3.36) para encontrarmos o LQ, temos que resolver a

equacao:

L 5 2
a+bLO—1t,,, Jsfm B + % 4 %} —LP, oiin =0 (3.51)

ou usando as equacdes (3.33) e (3.34):

a+ bLQ - ta/Z;N—Z \/Sz (ybranco)+ Sz (a)+ (LQ)2S2 (b)+ 2LQ cov (a ’b) - LPy,sup,a%,LD = O (352)

A equagdo (3.51) so pode ser usada para o calculo do LQ no MMQO, pois nela usamos

0 s, para estimar a incerteza constante das respostas instrumentais em toda faixa de medicao.

A equagdo (3.52) pode ser usada para o calculo de LQ tanto no MMQO como no MMQPA ou
MMQPR, uma vez que nelas o s, de cada nova leitura instrumental ¢é avaliada
independentemente dos dados de calibragao.

Neste trabalho, utilizamos a curva de calibragdo do método analitico e as curvas de
limite de previsdo, para obtencdo do LD e LQ, na comparacdo com os outros métodos
descritos na literatura, por razdes de consisténcia logica, por apresentar valores mais
conservadores; por levar em consideragdo a matriz, os interferentes, o analito, enfim, todas as

varidveis que influenciam todo o esquema de calibragao.
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Capitulo 4

1CP-MS
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4 — ICP-MS (espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado)

4.1 — Aspectos relacionados

O espectrometro de massas ¢ um instrumento que separa ions em movimento, com
base em suas razdes massa-carga (m/z). A espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), comegou a ser estudado no comec¢o dos anos 70 com a
procura de uma técnica complementar a espectrometria de emissdo atdmica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). As principais razdes para o surgimento dessa nova técnica
eram a necessidade de minimizar as interferéncias espectrais e atingir limites de detec¢ao
menores do que alcangados pela ICP OES (Ulrich, 2001).

Na espectrometria de emissao, os elementos presentes em uma amostra sdo atomizados
(podendo também ser ionizados) e excitados. A energia emitida na desexcitagdo dos atomos
(na forma de radiacdo eletromagnética) ¢ entdo medida. Na espectrometria atobmica de massas,
as amostras também sdo atomizadas, mas os &tomos gasosos sdo convertidos em ions positivos
e separados com base em suas razdes massa-carga (Skoog et al., 2002).

A ICP-MS ¢ uma ferramenta versatil e largamente usada na identificacdo dos
elementos presentes em diversas amostras. Suas principais aplica¢cdes sdo na geoquimica,
areas ambientais, biologicas e de alimentos ¢ isso se deve aos baixos limites de detec¢do, ao
seu alto grau de seletividade, a sua razoavel precisdo e exatiddo, a rapida deteccdo das razdes
isotopicas, ao pequeno volume de amostras, além, ¢ claro, a capacidade multielementar. Cerca
de 90% dos elementos podem ser determinados com limites de detec¢do na faixa de 0,1 a
0,001 ug L (ppb) em solugdes aquosas (Veiga, 2000).

Um espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado ¢ composto por 5
partes principais: sistema de introducdo de amostras, ICP (fonte de ions), interface
(focalizacdo), sistema analisador e sistema de deteccdo de ions. Na figura 4.1 podemos

observar um esquema de um ICP-MS convencional.
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Bomba de Vacuo

Interface

\ ! \ !
Detector Quadrupolo Lentes ibnicas }‘ Cone amostrador ~ TOcha de ICP Tntrodugio de

Cone skimmer amosira
Figura 4.1. Subdivisdes do espectrometro de massas com plasma
indutivamente acoplado ELAN 9000 PerkinElmer. Fonte: Adaptado de

www.perkinelmer.com

As amostras podem ser introduzidas no estado so6lido, liquido ou gasoso. A introdugdo
mais utilizada é de amostras liquidas, apresentando vantagens de homogeneidade, facilidade
de manipulagdo e disponibilidade de solugdo padrdo para calibragdo. A amostra ¢ bombeada
até o nebulizador onde ¢ transformada em uma fina névoa. O fluxo de argénio carrega a
mostra vaporizada até a tocha do ICP, onde ¢ ionizada. O sistema de introdugdo de amostras
solidas mais comum ¢ o Laser Ablation, onde a amostra ¢ atingida por um feixe de raio laser,
vaporizando um determinado volume de amostra. Um gés de arraste, geralmente Ar, carrega
as particulas resultantes até o ICP. A introdu¢do de amostras gasosas, Hydride Generator, ¢
mais comum em processos de geracdo de vapor frio, tais como As, Hg e Se (Skoog et al.,
2002).

O plasma ¢ um gas com os atomos em estado excitado e total ou parcialmente
ionizado. Ele ¢ gerado na tocha, que consiste de trés tubos concéntricos para o transporte de
gas, como mostra a figura 4.2 a). As temperaturas maximas alcancadas no plasma sdo da
ordem de 10000 K no centro e aproximadamente 800 K nas extremidades.

A tocha ¢ adaptada a uma bobina de inducdo, resfriada por agua ou ar, alimentada por
um gerador de radiofreqiiéncia que ¢ capaz de produzir de 2 a 5 kW de poténcia, com
freqiiéncia de 27 ou 41 MHz. A corrente de radiofreqiiéncia que circula através da bobina gera
um campo magnético oscilante, figura 4.2 (b), que produz uma regidao de inducdo. A ionizagdo
do fluxo de argdnio ¢ iniciada por uma faisca proveniente da bobina Tesla, que fornece alguns
ions e elétrons livres (Skoog et al., 2002). Estes ions e elétrons livres giram em torno das

linhas do campo magnético em Orbitas circulares e a energia fornecida pela bobina ¢
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convertida em energia cinética dos elétrons. Os elétrons sdo assim, acelerados e produzem
mais ions a medida que colidem com os atomos do gas, fazendo com que a temperatura
alcance 7500-8000 K nas regides mais quentes. Uma vez que as temperaturas de ioniza¢do sao
atingidas, o processo € auto-sustentavel, ¢ um plasma ¢ formado quase que instantaneamente
(Veiga, 2000).

(a)

;'F‘\ Plasma

Zona analitica

normal {azul)

Zona de radiagio
inicial (vermetha)

! 5 i Corrente
Bobina /\{'d e "‘ H_//J' (b)
?: [P Regifo de
» mdugio Trajetoria dos
2l H elétrons
Campo A THH
magnético é = :,
/' ~d i ; Corrente
el THHEs . Gesd
as de
X T refrigeragdo
it
1 F‘*—ﬁ
= \ Gis auxiliar Campo
T magnético

(Gds de atraste

Figura 4.2. (a) Esquema de uma tocha, constituida de trés tubos concéntricos, acoplada a uma
bobina de inducdo de um gerador de radiofreqiiéncia. (b) Representagdo do campo magnético
gerado pela corrente que circula a bobina (Potts, 1987).

A figura 4.3 mostra os estagios pelos quais o analito atravessa até atingir a atomizagao
e ionizacdo. Primeiramente, a amostra liquida € nebulizada, transforma-se em aerossol, e, no
canal central do plasma, sofre dessolvatacdo passando a solido. As particulas sdo, entdo,
volatilizadas (passando a gds) e em seguida as moléculas de vapor sdo atomizadas
(dissociagdo). Os atomos formados so, entdo, excitados e ionizados. O analito emerge da
tocha como uma mistura de ions e atomos, fragmentos moleculares que podem, ainda,
permanecer nao dissolvidos. Uma vez que o gas no canal central deixa a tocha, a temperatura

comeca a cair possibilitando a recombinacao dos ions, levando a formagdo de oxidos (Veiga,

2000).
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No cone amostrador, os
analitos apresentam-se
como ions M*

Atomos sdo
O aerossol é Particulas sdo formados e entio
dessolvatado  decompostas e dissociadas ionizados

Figura 4.3. Estagios que o analito atravessa até atingir a atomizagdo e ionizagdo.
Fonte: Adaptado de www.agilent.com

A fonte de ions é necessaria para produzir particulas carregadas que interajam com os
campos elétricos e magnéticos e sejam desviadas conforme sua razao m/z. O plasma utilizado
na producdo de ions do ICP-MS ¢é o mesmo utilizado nas técnicas de emissdo atomica (ICP
OES), porém, operando em condigOes ligeiramente diferentes para que favoreca a produgdo de
ions e ndo a emissdo de radiacdo, embora os dois fendmenos ocorram simultaneamente
(Furusawa, 1999).

Embora a ICP-MS seja uma poderosa técnica, um de seus maiores problemas ¢ a
susceptibilidade a interferéncias, que podem ser divididas em duas categorias: interferéncias
espectroscopicas e ndo-espectroscopicas. As interferéncias espectroscopicas podem ocorrer
quando uma espécie idnica no plasma tem a mesma razdo massa-carga (m/z) que um ion do

analito:

Interferéncias isobaricas: A sobreposi¢do isobarica ocorre quando dois elementos
possuem isotopos de mesma massa. Esta interferéncia raramente impede uma determinagao,
pois a maioria dos elementos da tabela periodica possui um, dois ou até trés isotopos que estao
livres da superposicio isobarica. Uma excegdo é o indio, que tem dois isétopos estaveis '°In e
"5In. O primeiro superpde-se com o '>Cd e o segundo com o ''°Sn. Normalmente, uma
interferéncia isobarica ocorre com os is6topos mais abundantes. Um exemplo ¢ a superposi¢ao
do pico de *°Ar com o pico do isétopo mais abundante do Ca, o *°Ca (97%), tornando
necessario o uso do segundo isétopo mais abundante, o **Ca (2,1%). O maior problema, neste
caso, ¢ se o isotopo escolhido for de abundancia muito pequena e a concentragdo a ser
determinada for muito baixa. Como as superposicdes isobaricas sdo previstas pelas tabelas de
abundéancia, as corregdes deste problema podem ser feitas com uso de um software apropriado
que leva em consideracdo as abundancias isotopicas naturais dos elementos quimicos

(Navarro, 2004; Veiga, 2000; Skoog et al., 2002).
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Interferéncias por fons Poliatdmicos: As espécies poliatdmicas sdo formadas pela

combinagdo de espécies abundantes no plasma (Ar do gas de arraste, O e H da agua e acidos,
N, S e Cl dos acidos utilizados na preparacdo das amostras) e na matriz do analito. Os
possiveis ions moleculares formados podem interferir. Essas interferéncias sdo mais
encontradas em valores de m/z abaixo de 82, sendo uma das principais causas dos pobres
limites de deteccdo nesta massa fixa. Algumas das interferéncias poliatdmicas mais sérias
incluem: 14N2+ com 28Si+, NOH' com 31P+, 160; com 3ZS+, YArO" com *°Fe’ e 4OArf com
%0Se”. Alguns dos problemas podem ser corrigidos com vérios métodos propostos, tais como: o
uso de um branco, uso de um isotopo diferente do analito, corre¢des matematicas, ajuste
experimental das condi¢des do plasma, dessolvatagdo, introdugdo de um gas alternativo,
separacao cromatografica entre outros (Skoog et al., 2002; Veiga, 2000).

fons de dupla carga: Os ions de dupla carga aparecerdo no espectro com metade da

massa do ion desejado, pois eles sdo filtrados no analisador de massa com base na razao m/z.
Com isso, podera ocorrer uma pequena perda de sinal e interferéncias em massas semelhantes.
Os elementos mais sensiveis a esta interferéncia sdo os alcalinos terrosos, alguns metais de
transicdo e os elementos terras-raras, por possuirem baixo potencial de ionizagdo. Este
problema pode ser controlado aumentando a vazdo do gas carregador e/ou diminuindo a
poténcia de RF.

Interferéncias por espécies 6xido e hidréxido: As espécies de interferéncias mais sérias

no ICP-MS envolvem o6xidos e hidroxidos formados pelo analito, pela matriz dos
componentes, pelos gases do plasma e pelo vapor de agua transportado, uma vez que o analito
poderda ser atomizado em um excesso de atomos de oxigénio. A quantidade de agua
introduzida no plasma também podera afetar o equilibrio do plasma. Quase todas as espécies
formam, até certo ponto, fons MO" e MOH', onde M representa o analito ou o elemento de
matriz. A eliminagdo ou atenuagdo dos 6xidos ¢ fundamental, pois a razdo m/z de um 6xido
pode sobrepor a uma razdo m/z de um analito. Um exemplo s@o os ions de 6xidos dos is6topos
naturais de titdnio, com massas 62, 63, 64, 65 e 66, que podem interferir com os picos de
02Ni*, ®cu’, “Zn*, ®Cu’ e *Zn" do analito. E conhecido que as razdes MO+/M+ dependem
de parametros de operagdo como a poténcia do plasma, a velocidade do fluxo do gas
carregador e as condig¢des instrumentais, como a distidncia entre a bobina de RF e o cone
amostrador, assim como o tamanho dos orificios dos cones (sampler ¢ skimmer). A otimizagao
dos parametros instrumentais, o uso de plasma de alta poténcia e a baixa velocidade de fluxo
do gas carregador para aumentar o tempo de residéncia sdo caminhos para reduzir e controlar a

producdo das razdes de 6xidos para niveis menores que 0,02 (2%).
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As interferéncias ndo-espectroscopicas sdo basicamente representadas pelos efeitos de
supressdao e aumento de sinal, como o efeito de matriz, e por efeitos fisicos como o efeito de
memoria.

Efeitos de matriz: No ICP-MS os efeitos de matriz mais severos sdo aqueles causados

por elementos em concentragdes maiores que 500 até 1000 pg mL™, presentes na matriz.
Normalmente esses efeitos causam reducdo no sinal do analito, embora em alguns casos o
aumento do sinal possa ser observado. Geralmente os efeitos de matriz podem ser
minimizados pela diluicdo das amostras, pela alteracdo do procedimento de introdugdo de
amostras, pela separacdo das espécies interferentes ou pelo uso de padrdes internos
apropriados, isto €, pela introdug¢do de um elemento que tenha a mesma massa e potencial de
ionizagdo que a do analito, como padrao interno (Skoog et al., 2002).

Efeito de memoéria: Alguns elementos apresentam efeitos de memoria apds a passagem

de amostras com concentragcdes elevadas, devido a sua aderéncia a partes do sistema de
introducdo de amostras. Assim, para minimizar este efeito, deve-se trabalhar com soluc¢des em

concentragdes baixas e com solu¢des pouco viscosas.

4.2 - Objetivo

Dentre os objetivos previstos nesse trabalho podemos destacar o desenvolvimento de
metodologias para determinagdo de 2TAL 33Cr, 3Mn, *"Fe, *Ni, %Cu, *Zn, %Zn, *Se, %Se,
2cq, Mcd, 2%pb, 2°®pb, **Ba, °'V, Co e "As em leite materno colostro e maduro,
empregando a técnica de ICP-MS e analise quimiométrica aplicada na avaliacdo do ajuste de
modelos de calibracdo, na avaliacdo da qualidade dos ajustes e a utilizacdo de curvas de
limites de confianga e de previsdo na identificacdo de regides de maior precisdo e para o

calculo dos limites de detecgdo e de quantificacio.

4.3 — Parte experimental

4.3.1 — Instrumentac¢ao



60

4.3.1.1 — Espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado

Para a quantificagdo dos isotopos 2TAl, 23Cr, *Mn, *'Fe, “Ni, ©Cu, *Zn, *Zn, "*Se,
82Ge, 112Cd, "Cd, 2°°Pb, 2°*Pb, **Ba, °'V, **Co e "As, um espectrometro Perkin-Elmer Sciex®
ELAN 9000 ICP-MS quadrupolo (Concord, Toronto, Canadd) foi utilizado em todas as
medidas. O instrumento foi equipado com um nebulizador de fluxo cruzado (cross—flow)
acoplado a uma camara de nebulizagdo duplo-passo tipo Scott ¢ um tubo injetor da tocha com
2,0 mm de didmetro interno. Também foi utilizado argénio com 99,98% de pureza (Air
Liquide, Contagem, Minas Gerais, Brasil). Os pardmetros operacionais utilizados estdo

mostrados na tabela 4.1.

Tabela 4.1. Pardmetros operacionais para o ICP-MS.

Parametro
RF (40 MHz)
Poténcia da RF 1000 W
Poténcia Refletida <5W
Voltagem das Lentes 6 volts
Vazdo do gés do plasma 15 L min™
Vazdo do gés auxiliar 1,2 L min™
Vazdo do gas de nebulizagio 0,86 L min™'
Medidas Altura do pico
Varreduras 4
Leituras/Replicatas 3
Replicatas 3
Tempo de residéncia 50 ms
Tempo de integracdo 600 ms

4.3.1.2 — Forno de microondas

Um forno de microondas de média pressdao (MLS 1200 MEGA, Milestone, Bergamo,
Italy) equipado com 10 recipientes de Teflon®, foi utilizado para digestio das amostras de leite
materno e amostras de material de referéncia certificado. O programa de aquecimento para a
digestdo das amostras de leite materno, no forno de microondas, estd sumarizado na tabela 4.2
e o para a digestdo das amostras certificadas na tabela 4.3. Para os dois programas de

aquecimento, 10 minutos de ventilacdo foram necessarios, para um primeiro resfriamento dos
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recipientes e logo apos esta etapa, os recipientes foram colocados por 30 minutos em banho
com agua corrente, a temperatura ambiente, para um posterior resfriamento. Os programas de
aquecimento utilizados foram baseados em métodos propostos pelo fabricante para as matrizes
digeridas e também através das seguintes referéncias: (Li et al., 1999; Martino et al, 2001;

Ikem et al., 2002; Naveiro et al., 2005; Vinas et al., 2000; Vinas et al., 2001).

Tabela 4.2. Programa de aquecimento para a digestao das
amostras de leite materno, em forno de microondas.

Etapa tempo (min) Poténcia (W)
1 5 250
2 5 400
3 5 500
4 1 600

Tabela 4.3. Programa de aquecimento para a digestdo das amostras
de material de referéncia certificado, em forno de microondas.

Etapa tempo (min) Poténcia (W)
1 1 250
2 1 0
3 6 250
4 6 400
5 4.5 600
6 1.5 250

4.3.2 - Reagentes e solucoes

Foi utilizada uma solugdo multielementar de 1000 mg L™ (Std. 3 Perkin Elmer Pure
Plus) contendo todos os elementos estudados, acido nitrico (65% v/v) e peroxido de
hidrogénio (30% v/v) todos da marca Merk. Todas as solugdes padrdes utilizadas foram
preparadas diariamente da solucdo estoque por simples diluicdo com agua ultrapura Milli-Q
(Millipore, Milford, MA, USA) e acidificadas com HNO; a 2% v/v. O material de referéncia
certificado Infant Formula (NIST SRM 1846) foi obtido do National Institute of Standards
and Technology (Gaithersburg, MD, EUA).
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4.3.3 — Amostras

Amostras de leite materno (colostro e maduro) foram fornecidas pelo banco de leite
materno da Maternidade Odete Valadares, situada em Belo Horizonte, Minas Gerais. Para o
método proposto, foram analisadas 34 amostras, sendo que, 20 eram de leite maduro e 14 de
leite colostro. Para as analises envolvendo estudos de adicdo e recuperacdo de analito, foi
utilizada uma mistura de varios leites maternos, incluindo leite maduro e colostro. As amostras
eram de maes residentes na regido metropolitana de Belo Horizonte e na regido centro-oeste
de Minas Gerais. As amostras foram mantidas a -18 °C até a analise. As amostras foram
analisadas no Departamento de Engenharia Metalirgica ¢ de Materiais, da Universidade

Federal de Minas Gerais.

4.3.4 — Procedimento

4.3.4.1 — Preparaciao das amostras

Para a determinagdo das concentragdes dos elementos estudados, aliquotas de 1,0 mL
de leite humano, foram transferidas para recipientes de Teflon®, juntamente com 2,0 mL de
HNO; 65% v/v e 0,5 mL de H,O, 30% v/v. Estas solu¢des foram digeridas em forno de
microondas de média pressdo, com etapas de poténcia que variaram de 250 a 600 W (tabela
4.2). Solugdes totalmente digeridas, homogéneas ¢ incolores foram obtidas. As amostras de
leite materno, entdo, foram diluidas na proporgdo de 1:50 com agua Milli-Q, preparadas em
triplicatas independentes e lidas em triplicatas aleatdrias. O material de referéncia certificado
Infant Formula (NIST SRM 1846) também foi digerido em forno de microondas de média
pressdo, pesando-se 0,05 g do mesmo e adicionando-se 2 mL de HNO; 65% v/v, 0,5 mL de
H,0, 30% v/v e 1 mL de agua Milli-Q, para um volume final de 25 mL (tabela 4.3). As
solucdes de material certificado foram preparadas em triplicatas independentes e lidas em

triplicatas aleatorias. Os programas de aquecimento para a digestdo das amostras de leite

materno e de material certificado estdo descritos no item 4.3.1.2.
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4.3.4.2 - Parametros de mérito

4.3.4.2.1 — Otimizacao e calibracdao de massas do ICP-MS

A otimizacdo do equipamento foi realizada diariamente pelo monitoramento dos sinais
produzidos por uma solug@o contendo todos os concomitantes presentes nas amostras a serem
analisadas (3,6 mg L' de Ca, 0,5 mg L' de Mg, 7,1 mg L'deK, 23 mg L' de Na, H,0, e
HNO3) e pelo monitoramento dos sinais produzidos por uma solugdo multielementar contendo
10 pg L' Mg, Rh e Pb, monitorando-se o sinal na razio massa/carga (m/z) e ajustando-se a
posicdo da tocha em relacdo ao cone de amostragem. Em continuagdo, ajustaram-se as
diferengas de potenciais aplicadas ao extrator, coletor ¢ demais lentes, de forma a obter
maxima sensibilidade. Posteriormente, foi realizada a calibragdo de massas usando os isdtopos
Mg, '“Rh e *®Pb. Depois de realizada a calibracdo, a resolu¢io do quadrupolo foi ajustada
em 0,6 u.m.a. As condigdes selecionadas foram aquelas em que maximizaram o sinal de **Mg,
'Rh e *®™Pb (o0s pardmetros operacionais para o ICP-MS estio sumarizados na tabela 4.1);

entdo, apos esta etapa, o plasma foi estabilizado por 30 min antes das analises das amostras.

4.3.4.2.2 - Linearidade e efeito de matriz

Linearidade em um método analitico ¢ a capacidade de se obter resultados diretamente
proporcionais as concentracdes de analitos em amostras, em uma faixa de concentragdo
especifica (INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2003). E determinada através da analise de uma
série de padrdes que abrangem a faixa de concentracdo de interesse gerando uma curva de
calibrag@o. O coeficiente de correlacdo da reta gerada pela curva de calibragdo deve ser igual
ou maior que 0,99.

A verificagdo da existéncia ou nao de efeito de matriz pode ser feita comparando o
perfil das curvas obtidas pela calibragdo aquosa e pela curva de ajuste de matriz. Se
apresentarem perfis semelhantes e paralelos, o sistema ndo apresenta efeito de matriz. Caso a
analise visual ndo seja possivel, os coeficientes angulares das curvas podem ser comparados
empregando o teste ¢ student e/ou o teste F, verificando se ha diferenga significativa entre seus

valores (INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2003).
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Nesse trabalho, foi estudada uma faixa de linearidade que variou entre 0,01 e 20,0 ug
L' para os isotopos >’Al, >Cr, *>Mn, *"Fe, ®Ni, ©Cu, *Zn, ®Zn, "Se, ¥Se, ''*Cd, '"*Cd,
206py, 208py 138, Sly, 59 75 . . : . ~
Pb, “"Pb, ""Ba, °'V, ~Co e "As. A curva de linecaridade foi construida com as solugdes
padrdo em agua (n = 3) e em leite materno digerido (n = 3), todas preparadas no mesmo dia.
As inclinacdes das curvas de cada analito, em agua e em leite digerido, foram comparadas
avaliando a existéncia ou ndo de efeito de matriz significativos. As contagens por segundo
(CPS) de cada concentragdo foram medidas trés vezes e os respectivos valores médios usados

para a construcdo das curvas de linearidade.

4.3.4.2.3 — Determinacio do Limite de Deteccao (LD) e do Limite de

Quantificacao (LQ)

Para a determinacdo dos parametros de mérito LD e LQ, comparamos as varias
metodologias presentes na literatura e suas consisténcias logicas. As medidas foram feitas em

condi¢des robustas pré-estabelecidas no instrumento.

4.3.4.2.4 — Precisao e exatidao

A precisdo do método foi avaliada calculando o R.S.D. (%) de 10 amostras
independentes, lidas em triplicatas aleatdrias, para as seguintes concentragdes: 5,0 pg L' para
Ba, V, Se, Cr, Ni, Mn, Pb, Cu, Co, Cd, As e Al; 15,0 pg L! para Fe e Zn, que correspondem
aos pontos de maior precisdo (ver item 3.1.3), referentes a curva de calibragao.

A exatiddo do método foi avaliada empregando a quantificacdo de amostras de material
de referéncia certificado Infant Formula (NIST SRM 1846) e estudos de adigdo e recuperagao
de analito. A exatiddo do método, utilizando o material de referéncia, foi avaliada empregando
o teste ¢t de Student. No caso de estudos envolvendo adi¢do e recuperacdo de analito, uma
recuperagdo ideal e desejada seria de 100%, mas flutuagoes de 10% sdo consideradas bons

resultados e dentro da faixa de 20% podem ser consideradas aceitaveis (Welz & Sperling,
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1999; EPA, 1998). Para o estudo de adigdo e recuperagdo de analito, solugdes de leite materno
foram contaminadas e preparadas em 3 niveis de concentracdo, 1,0, 5,0 ¢ 15,0 pg L' de cada
analito utilizado, antes da digestdio em forno de microondas, preparadas em triplicatas
independentes ¢ medidas em triplicatas, nas condi¢des robustas de operagdo. Os valores
obtidos foram comparados com os valores adicionados (100%) e o resultado expresso em

porcentagem de recuperagdo (%).

4.3.4.3 - Analise de amostras reais

A quantificacdo dos analitos de interesse, nas amostras reais, foi realizada com
amostras fornecidas pelo banco de leite materno da Maternidade Odete Valadares,
empregando a técnica de ICP-MS e curva de calibragdo aquosa, baseada nas condigdes 6timas

de operacao.

4.3.4.4 — Avaliaciao e emprego de padrao interno

A escolha do padrio interno apropriado na tentativa de minimizar algum efeito
interferente que pudesse ocorrer sobre as linhas analiticas, foi feita pela avaliagdo do perfil de
resposta as alteragdes do plasma utilizando uma solu¢do contendo 1,0 mg L' de padrdo
interno. Os elementos testados como padrdo interno foram Rh, In, e Ge. A utilizagdo de padrao
interno, neste trabalho, ndo foi necessaria, sendo que, os sinais analiticos de solu¢des com a
presenga de padrao interno, ndo tiveram diferenga significativa em relacdo as solugdes sem a

presenca de padrao interno.
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4.3.5 — Resultados e discussao

4.3.5.1 — Linearidade e efeito de matriz

Para o estudo da linearidade e do efeito de matriz, foram construidas trés curvas de
calibragdo aquosa e trés curvas de ajuste de matriz em leite materno digerido. O método
apresentou resposta linear na faixa testada de 0,01 e 20 pg L™ para os isdtopos *’Al, **Cr,
5SMn, STFe, ©Ni, SCu, “Zn, ©Zn, Se, 2Se, 12Cd, 'Cd, 2°°Pb, 2Pb, '**Ba, 5V, ¥Co ¢ PAs,
tanto em curva aquosa quanto na presenga da matriz.

A verificacdo da ocorréncia de efeito de matriz foi realizada comparando os
coeficientes angulares das curvas obtidas pela calibragdo aquosa e pela curva de ajuste de
matriz, empregando o teste ¢ pareado de Student, verificando se ha diferenga significativa entre
seus valores. A tabela 4.4 apresenta os parametros analiticos para as curvas aquosa ¢ ajuste de

matriz, para o elemento **Ba, que foram ajustadas através do MMQPA.

Tabela 4.4. Pardmetros analiticos para o elemento '*Ba.

Curva Equacido da reta r

Curva aquosa y=7293,6 (£56,5) x +461,2 (+8,9) 0,9999
Curva de ajuste y=17290,7 (+45,8) x + 355,3 (= 7,6) 0,9997

Aplicando o teste ¢ pareado de Student, para comparar os coeficientes angulares das
duas curvas analiticas, o ¢ critico (z.) obtido foi de 0,068; sendo este valor muito menor que
fosv, 2, que corresponde a 4,303. Assim, verificamos que, os coeficientes angulares das duas
curvas analiticas, ndo apresentaram diferenga estatistica entre si, podendo assim, concluir que,
ndo ha interferéncia da matriz sobre os resultados medidos. A expressdo aplicada neste

trabalho, para calcular o ¢ critico (¢.) de Student, ¢ a seguinte:

(xaq - xad n

(= T (4.1)

c
S
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onde x,, corresponde ao coeficiente angular da curva aquosa, x,s corresponde ao
coeficiente angular da curva de ajuste, n ¢ o numero de medidas feitas (n = 3) e s corresponde
ao desvio padrao para um nivel de confianca de 95%. A figura 4.4 mostra as curvas analiticas

para o elemento "**Ba.

Intensidade
(cps)
1,40E+05 4
1,20E+05
1,00E+05 4
8,00E+04 & curva ajuste
6,00E+04 A curva aquosa
= Linear (curva aquosa
4,00E+04 . .
= Linear (curva ajuste)
2,00E+04
0,00E+00 T T T |
0 5 10 15 20 25
Concentragdo (ug L™)

Figura 4.4. Curvas de calibragdo aquosa e ajuste de matriz para o elemento '**Ba.

O mesmo teste foi aplicado a todos os outros metais analisados e foi demonstrado que
ndo existe diferenca significativa, em um intervalo de confianca de 95%, entre as curvas, em
uma faixa de 0,01 a 20,0 ug L. A figura 4.5 apresenta as curvas de calibragdo dos analitos
presentes em agua e em leite materno digerido, determinados por ICP-MS, mostrando a
lincaridade na faixa estudada. Assim, a calibra¢do aquosa foi utilizada na determinacdo de

todos os elementos analisados por ICP-MS.
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Figura 4.5. Curvas de calibragdo dos analitos em agua e em leite materno digerido determinados por
ICP-MS, demonstrando a linearidade na faixa estudada.
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4.3.5.2 — Calibracao a partir do MMQO e do MMQPA

Para constru¢do da calibragdo, a partir do MMQO ou do MMQPA, partimos da
multiplicagdo de varias matrizes de dados (Hamilton, 1964). Este procedimento nos oferece
varias vantagens como: os pardmetros da reta de calibragdo e suas incertezas, os residuos para
avaliar a qualidade do ajuste, as incertezas em x ¢ y, construgdo das curvas de limite de
confianga e de previsdo do ajuste e varias outras vantagens.

Primeiramente, para construcdo da calibracdo a partir de ambos os métodos de
regressao linear, necessitamos:

» da matriz Jacobiano ou matriz de planejamento J (eq. 3.2), que é dependente
dos valores de x;;
» damatriz Y (eq. 3.1), que corresponde a média das respostas instrumentais;

» damatriz s;, que corresponde ao desvio padrdo da média;

» da matriz V), (eq. 3.3), que corresponde a matriz das varidncias e covaridncias
das respostas instrumentais;
> e, a partir da matriz J e da matriz V), obtemos suas matrizes transposta e

inversa.

A

O problema, neste caso, é encontrar o melhor estimador P para os parametros P, da
reta de calibragdo. Assim, para ajustarmos a calibragdo pelo MMQO, devemos apenas
multiplicar as matrizes B” (que consiste na matriz das equagdes normais inversa, que ¢ obtida

através da multiplicagio das matrizes J e J') pelas matrizes J e Y
P=B"'JY 4.2)

Mas, para ajustarmos a calibragdo pelo MMQPA, devemos apenas adicionar a matriz

de variancias e covariancias das respostas instrumentais inversa (Vy’l ), na mesma multiplicagdo

de matrizes, para o ajuste pelo MMQO, que, neste caso, ird ponderar os valores pelo

comportamento heterocedastico das variancias das respostas instrumentais:

P=B"JYV 4.3)
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Com a matriz de covariancias dos pardmetros ajustados, V,, (eq. 3.21) obtemos as

incertezas sy, € Sp), para os parametros ajustados. Neste trabalho, foi realizada a comparagao
somente entre os métodos MMQO e MMQPA, por conhecermos as varidncias dos dados e
seus comportamentos (se possuem varidncias iguais ou diferentes). Assim, ndo houve a

necessidade de compararmos também o MMQPR.

4.3.5.3 — Comparaciao entre 0 MMQO e o MMQPA

Primeiramente, antes de realizar a calibracdo, foi avaliado qual o método de regressdo
linear (MMQO ou MMQPA) iriamos utilizar. Sabe-se que, a utilizagdo inadequada de um
método, para realizar uma regressao linear, contribui com um erro sistematico no processo de
medicao (ver item 3.1). Para isto, verificamos se a variancia da resposta instrumental, de todos
os analitos estudados, apresentava um comportamento homocedastico (variancias iguais) ou
heterocedastico (variancias diferentes).

Os isotopos *'Al, “Cu, ¥Se, '"*Cd, *Cd, **Pb, *®Pb, **Ba, *'V, ¥Co e "As
apresentaram variancias diferentes, sendo assim, deveriam ser calibrados a partir do MMQPA.
Os outros is6topos 8Se, 3Cr, “Ni, *Mn, *Zn, ®Zn e *'Fe, apresentaram variancias iguais e,
sendo assim, deveriam ser calibrados a partir do MMQO. Mas, antes de aplicar esses métodos,
avaliamos se eles sdo estatisticamente iguais ou diferentes, na calibracdo do mesmo analito,
visando que, 0 MMQPA ¢ um método mais laborioso que 0 MMQO. A figura 4.6 apresenta o
comportamento dos dados para o elemento '**Ba. Esta figura mostra claramente que as
variancias aumentam com a concentracdo, indicando que elas apresentam um comportamento

heterocedastico.

Variancia da
intensidade (cps)

8,00E+06 -

7,00E+06

6,00E+06 y =18550x ? + 2065,3x - 3899
R? =0,9995

5,00E+06

4,00E+06

3,00E+06 -

2,00E+06

1,00E+06 |

0,00E+00

Concentragéo (ug L")

Figura 4.6. Comportamento heterocedastico dos dados, para o elemento 13%RBa.
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A figura 4.7 apresenta o comportamento homocedastico dos dados para o elemento
57 57 a -
Fe. Podemos observar que os dados para o elemento °'Fe apresentam variancias aleatorias,

ndo indicando nenhum comportamento crescente ou diminutivo das variancias.

Variancia da
intensidade (cps)
2,50E+05 -
2,00E+05 -
4
1,50E+05 ]

1,00E+05 4 **

5,00E+04

0,00E+00

Concentragdo (ug L)

Figura 4.7. Comportamento homocedastico dos dados, para o elemento TFe.

Para avaliar se 0 MMQO e o MMQPA s3o métodos estatisticamente iguais ou
diferentes, aplicamos o teste ¢ pareado de Student, para comparar os coeficientes angulares das
duas curvas aquosas construidas, uma utilizando o MMQO e a outra utilizando o MMQPA,
para todos os elementos estudados. A tabela 4.5 apresenta as equacdes das regressoes lineares
realizadas a partir do MMQO e do MMQPA, com o respectivo ¢, de Student. O valor de t9s9;, 2,
corresponde a 4,303, assim, na tabela 4.5 podemos observar que somente para os iS6topos
3¥Ba ¢ Se 0s métodos foram estatisticamente diferentes, sendo assim, para o 3¥Ba, a
calibragdo deve ser realizada utilizando o MMQPA e para o ®Se, a calibracdo deve ser
realizada utilizando o MMQO. Como para os demais elementos, os métodos empregados nao
foram estatisticamente diferentes, a escolha de realizar a calibrag¢do utilizando o MMQO ou o
MMQPA, para estes analitos, ndo afetara significativamente seus resultados finais, na amostra
de interesse. Com isso, preferimos utilizar o MMQO para realizar a calibracdo, para os demais
analitos, visto que, ¢ um método mais simples e que pode ser realizado por varios programas

disponiveis no mercado, inclusive com o proprio programa do equipamento.



Tabela 4.5. Comparagio entre os métodos MMQO e MMQPA, para analises feitas utilizando ICP-MS.

Analito Equacao ajustada pelo MMQO Equacio ajustada pelo MMQPA fede
Student
¥Ba 3 =7066,1 (+22,9) x + 762,0 (+ 167,1) y=7293,6 (+ 56,5) x + 461,2 (+ 8,9) 6,460
Sy ) =87942 (£206,0) x + 4140,9 (£ 301,8)  y=8683,4 (£ 38,1) x +4911,5 (+ 277,9) 0,916
BSe  p=279,1 (£ 4,4) x —207,8 (+ 3.4) 3=302,5 (+ 6,3) x — 230,6 (= 5,8) 7,218
$28e  yp=1024 (£ 1,7)x+92 (+ 1,8) y=104,1 (= 0,5) x +7.5 (£3.,7) 1,590
BCr y=893,9 (£ 6,4) x — 353,8 (+2,2) 3=890,6 (& 5,6) x — 461,8 (+ 4,4) 0,655
ONi oy = 11844 (£ 102,1) x + 44,7 (+ 1,4) 3=1201,6 (£ 8,5) x + 66,4 (+ 2,2) 0,291
Mn  p=11645,0 (£ 193)x—3258,4 (+ 141,2)  y=11677,0 (£23,1)x 33448 (+ 122.4) 1,836
200py ) =2544.5 (£ 7,3) x + 730,4 (£ 53,3) y=2483,7 (+26,2) x + 816,0 (+ 2,2) 3,866
208ph 1 =5163,9 (+£29,9) x + 15175 (+ 4,0) y=5084,1 (+ 19,7) x + 1797,7 ( 143,6) 3,857
Cu  y=1085,9 (£ 10,1)x —471,5 (+ 3,3) y=1096,4 (+ 152) x - 511,2 (£ 2,5) 0,993
¥Co  y=6266,5(+24,1)x+ 1782 (+ 1,8) y=6334,8 (+ 18,1) x +269,5 (+ 1,8) 3,917
2Cd  y=1474,8 (£26,5) x + 75,0 (+ 8,6) y=14545 (+ 4,3) x + 114,7 (+ 31,8) 1,311
"4Cd  »=1905,0 (£ 35,8) x + 93,6 (+ 12,4) y=1891,1 (+4,5) x + 128,3 (+32,9) 0,668
BAs  y=802,6(+ 14,5 x + 63,5 (= 3.4) y=795,1(£2,1) x + 86,7 (+ 15,5) 0,888
TFe  »=239,8 (£ 4,6) x —472.2 (+ 5.,6) y=242,1 (+ 10,0) x — 503,1 (+ 8,4) 0,363
®7n  y=10754 (£ 11,9) x — 589,0 (+ 84,3) y=1103,9 ( 30,3) x — 682,1 (& 42,3) 1,514
%7n  y=6134 (= 14,5)x - 325,9 (£ 8.3) 3=633,6 (+20,4) x —473,1 (£ 11,2) 1,393
YAl y=7184,7 (£264,9) x — 7870,8 (£275.8)  y=70903 (+ 126,4) x — 7563,4 (+3214) 0,557

l‘95%’ 2= 4,303

4.3.5.4 — Avaliacao da qualidade do ajuste do MMQ
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Para avaliar a qualidade dos ajustes feitos pelo Método dos Minimos Quadrados,

escolhidos no item 4.3.5.3, para realizar a calibragdo dos elementos estudados, utilizamos os
residuos padronizados, que consistem no residuo dividido pela incerteza em cada ponto da

curva de calibragio e o valor do chi-quadrado reduzido (%_,). Para um bom ajuste, 0s

residuos padronizados devem ter valores, em modulo, em torno de 1 (ver item 3.1.2). Para
todos os analitos estudados, os residuos padronizados ficaram em torno de 1. Assim, podemos
concluir que, as matrizes V), de todos os analitos estudados, estdo bem estimadas e os métodos
de calibracdo utilizados também sdo adequados. As figuras 4.8 e 4.9 apresentam os graficos

dos residuos padronizados e a tabela 4.6 apresenta as equacdes utilizadas na calibragdo do

método analitico e os valores de x>, para todos os analitos, analisados por ICP-MS.



Residuos padronizados

138 51
Residuos padronizados Ba 3 V
i 2
2
1
1 . *
, ° 07T " + ; +
0 * 5 10 15 20
5 10 20 -1
-1
¢ 2
2% *
-3
3 Concentragdo (ng L) Concentragdo (ng L")
Residuos padronizados 788 e Residuos padronizados 82S e
3 3
2 2
.
1 ¢ 1 .
. -
0 Lo * : . 0 -
M 5 10 Is 20 5 10 15 20
a -1 .
M 2
2
-3
3 5 -1
Concentragdo (ug L) Concentragdo (ug L)
53 ; ) 60\T:
Residuos padronizados Cr Residuos padronizados Ni
3 3
2 2
.
1 1
.
0oy M + . * 0r* " - . :
5 10 15 20 . e 5 10 15 20
-1 .
) 2
3 -1 3
Concentragdo (ug L) Concentragdo (ug L)
Residuos padronizados SSMH Residuos padronizados 206Pb
3 3
2 2
1 . 1 .
.
0pee * . o3e
5 10 15 20 5 10 15 20
11¢ 1t
2 ,
-3

Concentragdo (pg L)

Concentragdo (pug LY

Figura 4.8. Residuos padronizados dos elementos analisados por ICP-MS.
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Figura 4.9. Residuos padronizados dos elementos analisados por ICP-MS, continuagio.
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Tabela 4.6. Valores de Y ng 4 Dara os elementos analisados por ICP-MS.

Analito  Equacao da reta de calibracgao utilizada Ajuste fed
utilizado

¥Ba  »=7293,6 (+ 56,5) x + 461,2 (+ 8,9) MMQPA 1,79
Sy y=8794,2 (+206,0) x + 4140,9 (+ 301,8) MMQO 0,22
BSe  y=279,1 (+4,4) x—207,8 (+3,4) MMQO 0,75
2S¢ y=1024(+1,7)x+9.2 (+ 1,8) MMQO 0,86
BCr y=893,9 (+6,4) x—353,8 (£2.2) MMQO 0,36
ONi  y=1184,4 (£ 102,1) x + 44,7 (+ 1,4) MMQO 1,67
“Mn  y=11645,0 (£19,3) x—3258,4 (£ 141,2) MMQO 0,36
206py 1 =25445 (+7,3) x + 730,4 (+ 53,3) MMQO 0,81
28pp  »=5163,9 (£29,9) x + 1517,5 (+ 4,0) MMQO 2,18
®Cu  y=10859 (£ 10,1) x — 471,5 (+ 3,3) MMQO 2,04
YCo  y=6266,5(+24,1)x+ 1782 (+ 1,8) MMQO 1,08
204 y=1474,8 (+26,5) x + 75,0 (£ 8,6) MMQO 0,97
Med 1 =1905,0 (+35,8) x + 93,6 (+ 12,4) MMQO 0,15
PAs  y=802,6 (+ 14,5) x + 63,5 (£ 3,4) MMQO 0,34
TRe  y=1239,8 (+ 4,6) x — 472,2 (+ 5,6) MMQO 0,13
7Zn  y=1075,4 (£ 11,9) x — 589,0 (+ 84,3) MMQO 2,04
7n  y=613.4 (+ 14,5) x —325,9 (£ 8,3) MMQO 2,24

Al y=7184,7 (+264,9) x —7870.8 (£ 275,8) MMQO 1,51

2 ’ . .
O %,..» a um nivel de confianga de 95%, possui %, =2,73, com isso, como

podemos observar na tabela 4.6, os valores obtidos de g, para os is6topos estudados, estdo

abaixo do valor tabelado de 2,73, onde podemos concluir que, as matrizes V), de todos os
analitos estudados, estdo bem estimadas e os métodos de calibragdo utilizados também sdo

adequados.
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4.3.5.5 - Limites de Confianca e Limites de Previsiao do Ajuste

Neste trabalho, utilizamos as curvas do limite de confianga do ajuste, juntamente com a
reta de calibragdo, para termos uma melhor estimativa de possiveis valores espurios (outlier),
ou seja, medidas que ndo pertencem a mesma populagdo, utilizados para construir a reta de
calibragdo. Também utilizamos, no mesmo grafico, as curvas do limite de previsdo do ajuste,
para obtermos a regido em que podemos encontrar valores dos analitos, analisados em
amostras reais.

A figura 4.10 apresenta as curvas: de calibragdo, do limite de confianca e do limite de
previsdo do ajuste, para o analito '**Ba, que obteve sua calibracio, realizada a partir do
MMQPA, por razdes vistas anteriormente. Nestas curvas ¢ possivel observar que os pontos de
maior precisdo estdo abaixo do centrdide e em torno do baricentro. Isso nos ajuda a identificar
as regides em que possuem dados com maior precisdo, quando necessitamos preparar solugdes
envolvendo adigdes de analitos ou na preparacdo de solugdes de materiais de referéncia para

certificagdo de um método, que devem levar em consideracao essa regido.

Intensidade (cps)
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—— LCinf
—— LCsup
—— LPinf
—— LPsup

6,00E+04

4,00E+04 -
baricentro

2,00E+04 m  centroide

—— Linear (reta calibrada)
0,00E+00 £ T T T T T T T |

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragdo (ug L™

Figura 4.10. Curvas: de calibrac¢do, do limite de confianca e do limite de previsdo do
ajuste, para o analito 13¥Ba, calibrado através do MMQPA e analisado por ICP-MS.

No caso de elementos que tiveram a calibragdo realizada a partir do MMQO, como
podemos observar na figura 4.11, que apresenta as curvas de calibragdo, de limite de confianga
e do limite de previsdo do ajuste, para o analito ®*Cu, os pontos de maior precisdo estio em

torno do centroide. Esta regido também deve ser considerada na preparagdo de solugdes
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envolvendo adigdes de analitos ou na preparacdo de solugdes de materiais de referéncia para

certificacdo de um método, para os elementos assim calibrados.

2,00E+04
@
1,50E+04 |
&
o & centroide
9
] ——LCinf
B 1,00E+04
= —— LCsup
8
R= —— LPinf
5,00E+03 | LPsup
—— Linear (curva de
calibragdo)
0,00E+00 |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
~ -1
Concentragdo (ug L")

Figura 4.11. Curvas de calibragdo, de limite de confianga e do limite de previsdo do
ajuste, para o analito ©°Cu, calibrado através do MMQO e analisado por ICP-MS.

4.3.5.6 - Determinac¢ao dos limites de deteccdo e de quantificacao

Os LD e LQ foram determinados através de uma curva aquosa, utilizando as equagdes
de calibracdo demonstradas na tabela 4.6, para os respectivos elementos estudados neste
trabalho. Para a determinacdo dos LD e LQ, 10 amostras independentes de branco foram
medidas 10 vezes e 10 amostras independentes fortificadas na mais baixa concentragdo (0,01
ng L), utilizada na curva de calibragdo, foram medidas também 10 vezes. Os desvios padrio
do branco e das amostras fortificadas foram utilizados na obtencdo destas figuras de mérito.
As medidas foram realizadas empregando as condigdes robustas de operagao.

Como descrito no item 3.1.5, existem varias metodologias na literatura para
determinagdo dos limites de deteccdo e de quantificacdo, mas ndo existe nenhum consenso e
nenhuma padronizagdo em qual metodologia utilizar. Nesse sentido, avaliamos as varias
metodologias, para decidir qual a melhor para ser utilizada neste trabalho. A tabela 4.7
apresenta os métodos utilizados para a determinagdo dos LD e LQ, que estdo descritos nas

tabelas 4.8, 4.9 ¢ 4.10, para todos os analitos.
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Tabela 4.7. Métodos para a determinagao dos limites de deteccdo e de quantificagdo.

Método

23

ks

L

ks

LD LQ
Equacéo Comentarios Equacio Comentarios
X, ¢ amédia de 10 amostras X, ¢ amédia de 10 amostras
- independentes de branco, _ independentes de branco,
x, +3s, . 4 x, +10s, _ .
com seu respectivo desvio com seu respectivo desvio
padrdo s, (Ver item 3.1.5) padrdo s, (Veritem 3.1.5)
desvio padrdo, s, , de 10 desvio padrdo, s, ,de 10
3s, amostras independentes de 10s, amostras independentes de
branco (Ver item 3.1.5) branco (Ver item 3.1.5)
X, ¢ amédia de 10 amostras X, ¢ amédia de 10 amostras
_ independentes de branco, _ independentes de branco,
X, +4,65s, P X, +6s, P
com seu respectivo desvio com seu respectivo desvio
padrdo s, (Veritem 3.1.5) padrdo s, (Veritem 3.1.5)
Neste caso, x, ¢ amédia de _ )
Neste caso, X, ¢ amédia de
10 amostras de branco
] o 10 amostras de branco
- fortificadas na mais baixa _
x, +3s, - x, +10s, fortificadas na mais baixa
concentragdo, utilizada na
) concentragdo, com seu
curva de calibragdo, com seu
) ] respectivo desvio padrdo s,
respectivo desvio padrdo s,
desvio padrdo, s,, de 10 desvio padrdo, s,, de 10
amostras independentes de amostras independentes de
3s,, branco fortificadas na mais 10s, branco fortificadas na mais
baixa concentragdo, utilizada baixa concentragdo, utilizada
na curva de calibracdo na curva de calibragdo
Eq.3.52 Eq. 3.52
(MMQPA) (MMQPA)
Veritens 3.1.3 e 3.1.6 Veritens 3.1.3 e3.1.6
Eq. 3.51 Eq. 3.51
(MMQO) (MMQO)

"(EURACHEM, 1998; IUPAC,1985)
* (EURACHEM, 1998)
“*( Meier et al., 2000)



Tabela 4.8. Limites de detecgio, em pg L™, para os analitos determinados por ICP-MS, em leite materno.

Analito Método A MétodoB MétodoC MétodoD Método E  Método F

"¥Ba 0,004 0,003 0,006 0,022 0,010 0,007
Ay 0,163 0,114 0,226 0,084 0,005 0,441
"Se 0,662 0,487 0,928 0,386 0,121 1,583
52Se 0,062 0,047 0,088 0,047 0,026 0,302
SCr 0,134 0,087 0,182 0,283 0,027 0,314
ONi 0,054 0,039 0,075 0,072 0,041 0,145
*Mn 0,009 0,005 0,012 0,009 0,006 0,072
206py, 0,009 0,006 0,012 0,036 0,027 0,042
2%pp 0,002 0,001 0,003 0,075 0,047 0,022
%Cu 0,726 0,058 0,758 0,696 0,017 0,123
*Co 0,019 0,009 0,024 0,034 0,008 0,011
"2¢cd 0,017 0,012 0,023 0,038 0,029 0,087
Mcd 0,015 0,010 0,021 0,022 0,013 0,084
P As 0,037 0,021 0,049 0,060 0,034 0,102
Fe 1,153 0,829 1,609 0,663 0,215 1,092
“7Zn 1,415 0,105 1,473 1,353 0,030 0,562
7n 1,331 0,121 1,398 1,281 0,050 0,675
Al 0,629 0,041 0,651 0,788 0,048 1,950

Tabela 4.9. Limites de quantificagio, em pg L, para os analitos determinados por ICP-MS, em leite
materno.

Analito Método A MétodoB MétodoC MétodoD Método E  Método F

P¥Ba 0,011 0,009 0,007 0,044 0,032 0,014
Ay 0,430 0,381 0,277 0,095 0,015 0,880
*Se 1,789 1,610 1,145 0,667 0,402 5,031
52Se 0,173 0,158 0,110 0,107 0,085 0,612
>Cr 0,338 0,291 0,222 0,346 0,090 1,752
ONi 0,145 0,131 0,093 0,166 0,135 0,252
>Mn 0,022 0,018 0,014 0,023 0,020 0,661

206py, 0,022 0,019 0,014 0,099 0,090 0,074
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Tabela 4.10. Limites de quantificagdo, em pg L', para os analitos determinados por ICP-MS, em leite
materno, continuagao.

Analito Método A MétodoB MétodoC MétodoD Método E~ Método F

“%pp 0,004 0,003 0,003 0,184 0,155 0,044
%Cu 0,862 0,194 0,784 0,736 0,057 0,253
*Co 0,041 0,031 0,029 0,052 0,026 0,022
"2cd 0,044 0,039 0,029 0,104 0,095 0,155
Mcd 0,040 0,034 0,026 0,051 0,042 0,164
P As 0,087 0,071 0,059 0,139 0,112 0,201
Fe 3,088 2,765 1,982 1,164 0,716 2,125
47n 1,661 0,351 1,521 1,423 0,100 1,112
7n 1,614 0,404 1,452 1,396 0,165 1,243
Al 0,724 0,136 0,670 0,900 0,160 3914

Como podemos observar, os métodos A, B e C utilizam dados somente referentes ao
branco, quer dizer, ndo consideram o comportamento do analito juntamente com seus
interferentes, toda a calibracdo que tem forte influéncia na precisdo do mensurando (a
concentragdo da amostra), se houver a heterocedasticidade da resposta instrumental em fungao
da concentra¢do do analito, ¢ sem contar que, esses métodos protegem o resultado contra o
Erro do Tipo I, falso positivo (concluir que o analito esta presente quando ndo estd), mas
também nao evita o Erro do Tipo II, falso negativo (concluir que o analito ndo esta presente
quando, na verdade, ele esta).

Os métodos D, E e F ja consideram o comportamento do analito juntamente com
seus interferentes, todo o esquema de calibragcdo e, se houver, a heterocedasticidade da
resposta instrumental em funcdo da concentracdo do analito, que estad incorporada na equagao
que foi ajustada, para fazer a calibragdo dos analitos de interesse. Observando os valores de
LD e LQ, apresentados nas tabelas 4.8, 4.9 ¢ 4.10, descartamos o método F por apresentar
valores mais conservadores que os demais. Assim, escolhemos o método E para determinar o
LD e o LQ de cada analito, por razdes de consisténcia logica, por levar em consideracdo o
comportamento do analito junto com seus interferentes, e por apresentar valores mais
proximos da menor concentracdo utilizada, com a exce¢do de poucos analitos como "*Se e
*'Fe. A tabela 4.11 apresenta a relagdo do coeficiente de correlagio, a equagdo de calibrago
para os isotopos analisados por ICP-MS (n = 3) ¢ limites de deteccdo e¢ de quantificagdo

determinados pelo método E.
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Tabela 4.11. Relagdo do coeficiente de correlagdo e equagdo de calibragdo dos isotopos analisados por
ICP-MS (n = 3) com seus respectivos limites de detec¢o e de quantificacdo, determinados pelo método E.

Analito dgng::::go Equacio de calibracio (11;]]3']) (llgg'l)

138pa 0,9999 y="7293,6 (£ 56,5) x +461,2 (£8,9) 0,010 0,032
Sy 0,9997 y=28794,2 (£206,0) x +4140,9 (+ 301,8) 0,005 0,015
Se 0,9995 y=279,1 (+4,4) x—207.8 (£3,4) 0,121 0,402
82ge 0,9998 y=1024 = 1,7)x+92(£1,8) 0,026 0,085
Ber 0,9992 y=2893,9 (+6,4) x —353,8 (+2,2) 0,027 0,090
0N 0,9999 y=1184,4(£102,1) x + 44,7 (£ 1,4) 0,041 0,135
3Mn 0,9997 y=11645,0 (+ 19,3) x —3258,4 (= 141,2) 0,006 0,020
206py, 0,9997 y=2544,5 (+£7,3) x + 730,4 (+ 53,3) 0,027 0,090
208py, 0,9997 y=5163,9 (=29,9) x + 1517,5 (= 4,0) 0,047 0,155
5y 0,9957 y=10859 (£10,1) x —471,5 (£ 3,3) 0,017 0,057
Yo 0,9999 y=6266,5 (=24,1)x +178,2 (£ 1,8) 0,008 0,026
204 0,9999 y=1474,8 (£26,5) x + 75,0 (£ 8,6) 0,029 0,095
Mcd 1,0000 y=1905,0 ( 35,8) x + 93,6 (+ 12,4) 0,013 0,042
BAs 0,9999 y=2802,6 (+£14,5) x + 63,5 (£ 3,4) 0,034 0,112
STFe 0,9984 y=239,8 (£4,6) x—472,2 (£ 5,6) 0,215 0,716
%7n 0,9954 y=1075,4 (x11,9) x — 589,0 (+ 84,3) 0,030 0,100
%Zn 0,9950 y=613.4 (£ 14,5)x—325,9 (£ 8,3) 0,050 0,165
2N 0,9984 y="T184,7 (£264,9) x — 7870,8 (£ 275,8) 0,048 0,160

4.3.5.7 — Precisao e exatidao

A tabela 4.12 apresenta os parametros analiticos do método para a quantificacdo dos
analitos por ICP-MS, em leite materno, em termos do LQ, precisdo e exatiddo. Para o estudo
da exatiddo do método, foram preparadas solu¢des com concentragdes diferentes e
independentes do material de referéncia certificado NIST SRM 1846 Infant Formula, para o
estudo dos isdtopos analisados. O poder de detecio resultante esteve em niveis de pug L™,
enquanto a precisdo, expressa como desvio padrio relativo (R.S.D), foi melhor ou igual a
3,4%. Para checar a exatiddo do método, estudos envolvendo adicdo e recuperagdo de analito
também foram utilizados. Adequadas quantidades dos elementos foram adicionadas ao leite
antes da digestdo da amostra. As recuperacdes obtidas foram na faixa de 80,8 - 110,9%, que
estdo listadas na tabela 4.13.

O elemento Fe ndo foi possivel recuperar no nivel de 1,0 ug L™, por ser esta uma

concentragdo muito baixa para esse metal, tendo em vista a sua grande quantidade presente no
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leite materno ¢ o elemento Ni ndo foi possivel recuperar no nivel de 1,0 ug L', por ter,
possivelmente, ocorrido interferéncias poliatdmicas dos compostos **Ca'®0, *Na’’Cl ou
Ar**Mg. Os isétopos dos analitos eventualmente utilizados nas medidas finais foram: *’Al,
S3Cr, 55Mn, S'Fe, ©°Ni, Cu, %Zn, %7n, "*Se, $2Se, 12Cd, '"“Cd, 2°°Pb, 2Pb, *Ba, 5'V, ¥Co e
> As, porque eles sdo os isdtopos mais abundantes, que nio sofreram interferéncias e por terem
fornecido melhores resultados.

Em termos gerais, as recuperagdes obtidas e, os valores encontrados comparados com
os valores recomendados, no material de referéncia certificado, apresentaram concordancia
entre si, para um nivel de confianga de 95%. Assim, podemos concluir que o método proposto
¢ adequado para quantificagdo dos elementos analisados por ICP-MS, presentes em leite

materno.

Tabela 4.12. Parametros analiticos do método, para a quantificagdo dos analitos por ICP-MS, em leite
materno (tos0, » = 4,303).

. LQ Repetitividade® . c Exatidﬁ(c)b i~
Analito (ng L") R.S.D. (%) Certlﬁcido Encontr_zlldo Inexatidio tde
(ngL7) (ngL7) (%) Student

¥Ba 0,032 1,4 nc’ - - -
Sy 0,015 1,0 nc - - -
Se 0,402 2,1 0,162 + 0,001 0,159+ 0,012 98,5 0,364
2Se 0,085 1,4 0,162 + 0,001 0,171 +0,011 105,4 1,373
3Cr 0,090 1,6 nc - - -
ONi 0,135 2,5 nc - - -
*Mn 0,020 1,7 0,811 + 0,006 0,918 +0,115 113,2 1,604
206pp 0,090 1,7 nc - - -
20%pp 0,155 1,5 nc - - -
%Cu 0,057 2,1 10,2+ 0,1 9,34+ 1,28 91,3 1,287
*Co 0,026 0,7 nc - - -
"2cd 0,095 1,6 nc - - -
Mcd 0,042 1,4 nc - - -
PAs 0,112 0,8 nc - - -
TFe 0,716 2,9 127,9+0,9 126,8+3,2 99,1 0,614
847Zn 0,100 3,1 122,1+1,1 120,7+ 3,4 98,8 0,223
7n 0,165 2,6 122,1+1,1 123,9+2,1 101,4 1,243
7TAl 0,160 3.4 nc - - -

*Calculado sobre 10 amostras independentes, lidas em triplicatas aleatorias para as seguintes concentragdes:
5,0 ug Lt para Ba, V, Se, Cr, Ni, Mn, Pb, Cu, Co, Cd, As e Al; 15,0 ug Lt para Fe e Zn.

PRealizado utilizando o material certificado NIST SRM 1846 Infant Formula.

‘Média + S.D.

Inc: ndo certificado.



Tabela 4.13. Recuperacdo (%) dos elementos em amostras de
leite materno digerido (n = 3), analisadas por ICP-MS.

Analito Recuperacio (%)

1,0pgL'  50pgL’  150pgL’
"Ba 95,9+ 7,1 95,1+1,3  98,5+3,0
Ay 852+42  90,8+0,7  954+0,9
"Se 1109+52  102,5+7,7 100,0+1,2
52Se 104,0+£9,0  98,8+0,7 101,1+0,7
3Cr 102,0+£22  992+12  941+23
ONi 395+12  827+0,1 82,6+0.2
>Mn 1058+ 1,1  924+0,9 91,6+0,7
206p, 81,8+ 1,1 99,9+1,7 101,3£0,6
2%pp 83,4+0,8  989+12 101,617
®Cu  101,4+151 992+23  982+1.2
*Co 855+03  80,8+0,3 82213
"2cd 109,0£12 100,715 100,9+25
"ed o 107,5+1,1 100,5+1,0  99,3+2,1
PAs 102,6+68 1023+08 101,2+0.8
*"Fe 62,7 1,1 932+42  1004+2,6
®zn  98,1+143 100,0+£1,6 983+32
%7n 1002+5,7 101,2+2,8 1003 +1,9
7TAl 103,7+7,7 98,6+1,6  888+29

4.3.5.8 — Quantificacao de amostras reais
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As tabelas 4.15 ¢ 4.16 apresentam os valores das concentra¢des dos analitos estudados,
presentes em 14 amostras de leite materno colostro ¢ as tabelas 4.17 ¢ 4.18 os valores das
concentracdes dos analitos presentes em 20 amostras de leite materno maduro. As faixas das
concentracdes obtidas sdo compardveis com os valores encontrados na literatura,
especialmente para aqueles vindos de estudos colaborativos da Organizacdo Mundial de Satde
- WHO TAEA (WHO, 1989), para o conteudo de tracos de elementos em leite materno no

mundo todo. Em termos gerais, os teores encontrados nas amostras ndo sdo preocupantes em
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relagdo a toxicidade para os elementos considerados potencialmente toxicos. A alta
concentragdo obtida para Fe em relagdo a literatura, possivelmente, é devido ao fato de que as
amostras analisadas sdo de uma regido em que ha exploragdo de minério de Fe. Em relacdo ao
analito °'V, ndo foi encontrado na literatura valores que apontam a presenca desse metal em
leite materno. Em relagdo as amostras de maes fumantes que, neste caso, correspondem as
amostras nomeadas como mae 4, mde 5 ¢ mae 6, os teores encontrados, dos elementos
considerados potencialmente toxicos, nestas amostras, ndo sdo preocupantes em relacdo a
toxicidade dos mesmos, mas a amostra mae 6, apresentou um alto nivel de Al, enquanto que a
concentracdo de Cr nessas amostras nao foi detectada, houve uma alta concentracdo em Zn e

uma baixa concentracdo de V em relagdo as demais amostras.

Tabela 4.14. Faixas dos analitos em leite materno, presentes na
literatura, em pg L' (Jensen, 1995; WHO, 1989).

Analito Faixa na literatura Analito Faixa na literatura

P%Ba 0,9 —47 ®Cu 180 - 751
oy - *Co 0,1-2,0
"Se 5-23 "2cd 0,7—4,6
52Se 5-23 Med 0,7—4,6
SCr 0,2-59 PAs 0,2-19
ONi 0,5-10 *"Fe 200 - 800
>Mn 3-40 %7Zn 700 - 4000
206py, 2-200 57n 700 - 4000

208pp, 2-200 YAl 3-125




Tabela 4.15. Quantificagio de amostras de leite materno colostro (n = 3) por ICP-MS (ug L™).

Amostras 38Ba My 8Se 825e 3Cr ONi >Mn 26pp 28pp
Mae 1 8,02+ 0,53 15,1 +£0,6 85,8+4,3 30,2+2,0 84,1 +5,3 11,4+0,8 8,20+ 0,58 2,04 £0,23 3,46+0,18
Mae 2 8,25+0,73 14,6 £0,4 74,1 +4.4 43,0+£3,3 782 +3,5 6,9+0,6 5,11+0,61 0,061 £0,012 5,70 £ 0,38
Mic3  823+047 9544037 589441  551+38  660+43  160+08 6874033  2.06=0.17 1,53 40,03
Micd 944052 805+045 150408  204%10 nd 6184050 6224093 0101+ 0,076 nd
Mic5 971062 9194062 970+081 243+12 nd 496043  575+043 nd 0.15+ 0,05
Mae 6 9,30 £ 0,48 1,80+ 0,18 13,2+0,3 28,5+1,9 nd 11,2+0,3 6,99 + 0,83 0,490 + 0,033 nd
Mae 7 4,64 +0,32 57,5+4,3 12,3+0,7 379+2,3 nd 12,8 +0,8 38,96 +2,87 4,60 £ 0,55 4,64 +0,48
Mae 8 16,7+1,2 79,9 +4,8 21,3+1,2 21,7+ 1,0 80,7+ 5,3 5,71 £0,42 5,38+ 0,37 7,20+ 0,73 7,69 0,43
Mae 9 3,96 + 0,43 234+2,1 9,70 + 0,38 31,1 +£2,3 nd 4,18 +0,58 1,93 £ 0,28 1,83 £ 0,32 1,45+ 0,28
Mae 10 51,9+2,1 51,5+3,8 15,0+ 0,8 75,1 +£6,8 nd 6,07 £ 0,69 6,74 + 0,42 4,50+ 0,33 4,74 £ 0,69
Miell 7284058 111+08 141409 4504223 nd 520£020  927+0,73 118410 119410
Mic12  13,0+06 74843  114+09  787+34 389+23 363+024 327+034  104+003 00960 0,034
Mae 13 12,7+0,5 50,4 +2,3 7,91 +£0,53 21,3+1,2 nd 18,8 +0,8 24,6 £2,1 8,38 +0,43 7,25 +0,53
Mae 14 12,1+0,4 81,634 5,22 +0,33 68,2+3,3 859+3,4 5,17+0,43 17,1 £1,0 132+1,0 13,3+0,7

nd = ndo detectado
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Tabela 4.16. Quantificagio de amostras de leite materno colostro (n = 3) por ICP-MS (ug L), continuagio.

Amostras SCu *Co 2cd Mcd As “Fe “Zn Zn 7Al
Mae 1 546 + 13 0,246 = 0,093 0,502 +0,170 0,245+ 0,077 11,3+0,2 1080 + 21 2465 £ 23 2490 + 21 81,5+74
Mae 2 468 £ 16 nd 0,261 +£ 0,073 0,303 £ 0,055 4,16+ 0,23 62112 3565 +£26 3660 + 21 73,0+ 6,6
Mae 3 508 +19 0,236+ 0,012 0,168 + 0,034 0,135+0,022 3,09+0,18 1593+ 15 2673 £27 2750 £28 24,1 +0,9
Mae 4 227+8 0,400 + 0,013 0,216 + 0,044 nd 2,68 +0,19 825+ 19 7350 £43 7843 £ 40 42,7 +6,7
Mae 5 215+9 0,315+ 0,039 0,338 +£0,032 0,297 + 0,024 4,55+0,28 950+ 17 7326 £ 47 7601 £49 56,6 £7,0
Mae 6 216+9 0,328 = 0,073 0,149 + 0,073 0,153 0,093 0,938 +£0,123 846+ 15 7373 £ 37 7666 + 43 208 + 13
Mae 7 595+ 16 0,283+ 0,173 0,278 + 0,053 0,316 + 0,066 452 +17,5 1481 £ 16 2432 £26 2539 £28 179 £8
Mie 8 569+16  0,319+0,094  0,190+0,029 0,345+ 0,031 43,0+6,8 1134+12  3235+25  3407+£27  225+9
Mae 9 312+11 0,271 £ 0,083 0,258 £ 0,071 0,024 + 0,003 12,2+0,7 770 £ 13 2865 +21 2958 £22 131+4
Mae 10 434+ 12 0,280 + 0,093 0,357 £ 0,062 0,034 £+ 0,006 299+43 1096 + 11 3822 +33 3978 £ 31 204+11
Mae 11 83+8 0,251+ 0,031 0,343 £ 0,082 0,268 + 0,087 6,15+0,39 940 £ 12 5257 +47 5412 +42 31,2+5,0
Mae 12 184+9 0,392 + 0,273 0,193 + 0,029 0,143 +£0,013 41,7+59 1283+ 13 1344 + 25 1406 + 21 35,1+6,3
Mae 13 173+ 14 0,376 + 0,087 0,416 + 0,133 0,700 + 0,284 26,7+33 960 £ 15 668 = 12 705+ 13 210+9
Mae 14  408+18  0546+0,102  0,662+0263 0,866+ 0,244 437+73 157221 3026+26 3256+25 87,8+46

nd = ndo detectado
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Tabela 4.17. Quantificagdo de amostras de leite materno maduro (n = 3) por ICP-MS (ug L'l).

Amostras 133Ba Sty Se 82Se Scr ONi *Mn 206ppy 208ppy
Mae 15 422+049 250+28  756+34  61,1+48 223+12 10,1£0,8 16,4+ 0,7 288+0,38  334+0,13
Mie 16 0417+0,187 155408  309+26  852+65 910+£54 259+033  597+0,58 141043  1,60+021
Mae 17 363+£047  845+042  843+65  551+38  658+4,6 930+0,83  472+020  0,376£0,022 0,74 +0,18
Mae 18 10,9+ 0,5 22,1408  297+1,8  70,7+43 102+7  643+£024  8,84+0,50 478+0,69  4,08+043
Mie 19 14,1+0,5 15,5+ 0,6 21,9+0,5 40,4 + 3,8 85,4+5,6 15,3+0,6 14,5+ 0,8 8,15+ 0,83 8,22 +£0,50
Mae 20 790+£0,62  1,80+£038  10,5+0,8 85274 nd 21,0+ 1,8 4,65 = 0,29 nd nd
Mie 21 4,68+ 0,38 102 +8 150408  243+15  733+46 324+027 12,8+ 0,5 11,0+0,6 10,9 £0,2
Mie 22 5,88 +0,48 242+18  204+05  168+08 nd 545+043  0430£0223  1,70£029  243+028
Mie 23 5,60 + 0,46 777+35  611+043 131+0,18 60,1438 nd 6,60 + 0,38 6,80+ 043 6,58+ 0,83
Maie 24 6,73+ 0,42 592424  258+15 8844069 123409  613+82 6,63+ 0,24 12,240,8 123+0,8
Mae 25 11,94+0,86  259+28  31,1+46  21,8+18 nd 4334087  841+043 234+02 2,68 + 0,33
Mae 26 7,80 £ 0,58 61,5+44  177+04  293+13 11,8405 735+069  636+0,83 3,83+0,42  4,30+0,81
Mae 27 9,20 £ 0,79 11,7404 123408  668=72 nd 2,51+031  842+0,64 3,61£022  3,04+029
Mie 28 6,73 + 0,43 78,9 £ 6.6 2,5+0,1 201+14 673+58  183+0,9 8,28 £0,43 8,54+0,50 8,96+ 0,83
Mie 29 6,87 = 0,39 942+76  132+08  21,3+08 107 £7 nd 9,44 + 0,83 434+024  4,06+020
Mie 30 14,4 +0,9 674+44  329+£24  389+£38  338+28  12,5+03 7,68 +0,43 24,6+ 1,5 243+1,8
Mie 31 11,8+0,7 81,4+78 114402  160+02 724+72 1954029 143 +0,5 13,5+ 0,4 12,9+ 0,8
Mae 32 12,6 + 0,6 856+82  18,6+06 9,19+058 872+63 8,65+043  639+045 743+0,83 7,80+ 0,69
Mae 33 192+ 0,8 112+7 970+038 640+043 142489 944+082  9,16=0,69 3,17+£022  248+021
Mae 34 19,4+ 0,9 115+8 192408  17,8+08 156 £7 11,0£02 12,7+ 0,6 8,37+0,58  8,38+0,42

nd = ndo detectado
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Tabela 4.18. Quantificagdo de amostras de leite materno maduro (n = 3) por ICP-MS (ug L']), continuagao.

Amostras SCu ¥Co 2¢cq Mcd As SFe %4Zn 7Zn 77Al
Mae 15 230+ 10  0,292+0,097 0,221+£0,067 0478+0,116  152+0,8 147922 1027+ 14 1084+27 39,1+3,0
Mie 16 1129 0,234+0,076 nd 0,150 £0,023  4,11+0,11 767419 324+13  317+12 158 £7
Mae 17 442416 022640063 0369+0,033 02760032  14,0+072 1062+26 2992427  3056+31 44,9+40
Mae 18 390412 0,518+0,152  0,525+0,194 0,366+0,094  544+027 795+14  4061+32  4148+59  34,7+33
Mae 19 455+11  0,332+0,093 0239+0075 0475+0,153  7,12+032 781+£16 4808 +£43 4882445 89,5+ 6,0
Mie 20 225+10  0,192+0,073  0,066+0,003 0,090+0,007 0,731+0,055 1367+29  1051+21 1129425 622+6,0
Mae 21 365416 0,331+0,082  0,633+0,031 0,785+0294 524485 1752£21 1835422  1914+27 123 +11
Mae 22 28913  0,335+£0,092  0,076+£0,008 0,132+0,012 125402 1096 £27 2235432 2346+31 37,8+34
Mie 23 116£9  0,175+£0,031 0,061 £0,000 0,129+0,011 40,7 £8,6 637+16  354+14  387+11  625+7,0
Mae 24 12248 0323+0,063 0,346+0,070 0,620£0,119  31,6+6,0 887+19 1152413  1200+£25  126+9
Mie25  954+94  0,748+0,111 0206+0,022 0,131+0,015  162+09 525+ 12 156+ 9 160+8  84,8+64
Mie26  84,6+80 0,259+0,033 0,305+0,053 0,195+0,046  31,5+39 856+14 329411  339+11  292+11
Mae27  408+11  0,958+0,110  1,76+0,19 1,60 0,17 5,81+0,32 583414 3253443 3458+29 347420
Mae 28 524+14  0,562+0,173  0,300+0,102 0,360+0,031  42,7+4,0 1238419 2372432 2485426 13845
Mie 29 28611 0,027+0,006 0,065+0,008 0242+0013  43,9+58 1065+ 14 2151443 2265+32  21,8+1,0
Mae30  431+14  0,363+0,032 0236+0,113 0,594+0,183  324+49 1113414 4288+43  4542+45  180+8
Mae 31 20649  0,139+0014 02180016 02670022  40,5+43 1106426 812416  868+11 10169
Mae 32 346+ 12 0,107£0,021  0,310£0,019 0,1324£0,025  383+32 744412 1403+£22 1439427  141+7
Mae 33 288+ 13 0,381+0,033 0,226+0,043 0,148+0,011  50,7+5,0 891416 2279432  2405+25 94,1469
Mie 34 177£12  0248+0,013  0,179+0,044 0,100 +£0,005 54,7463 1343£21 489410  516+11 161+4

nd = ndo detectado
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5 — ICP OES (espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente
acoplado)

5.1 — Aspectos relacionados

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) ¢
muito empregada para a determinacdo de constituintes inorganicos em materiais biologicos.
Nessa técnica o plasma ¢ dividido em regides e as medidas de emissao sdo coletadas em uma
regido denominada zona analitica normal (NAZ, normal analytical Zone) como representada
na Figura 5.1. Até recentemente, era utilizado com maior freqiiéncia, o modo de observagao
radial ou lateral, onde as medidas de emissdo sdo coletadas pelo posicionamento lateral da

tocha (Boss & Fredeen, 1999) como mostra a Figura 5.2 (A).

Tail
Plume
NAZ

IRZ

PHZ

Figura 5.1- Regides do plasma. [IR — Regido de indugdo, PHZ — Regido de pré-
aquecimento, IRZ — Regido inicial de radiagdo, NAZ — regido analitica, “Tail
Plume” - regido de menor temperatura (£ 6000°C)]. Fonte: Boss & Fredeen , 1999,
p- 2-4.

Figura 5.2 - Modos de observagao do plasma. (A) Visao radial, (B) Visao Axial
Fonte: Boss & Fredeen , 1999, p. 3-17
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Na década de 70, foi proposto a utilizagdo do modo de observacdo axial da tocha, AX
- ICP OES (Abdallah et al., 1976). O plasma ¢ posicionado horizontalmente e a regido de
observacdo ¢ na parte frontal do plasma, Figura 5.2 (B). Nesta posi¢do, um caminho Optico
maior € percorrido aumentando o tempo de residéncia do analito no canal central do plasma, o
que produz um aumento na emissdo do analito proporcionando maior sensibilidade e um
ganho de 5 a 10 vezes no limite de detec¢do (Boss & Fredeen, 1999). Entretanto, juntamente
com o aumento da sensibilidade, também ¢é observado um aumento dos efeitos da matriz e de
interferéncias espectrais (Brenner & Zander, 2000; Todoli et al., 1998). O modo de
observacdo radial, apesar de menos sensivel, estd menos sujeito a interferéncias espectrais
podendo ser utilizado na analise de matrizes complexas (Silva et al., 2002).

No modo de observagdo axial, os efeitos de matriz, que sdo atribuidos a presencga de
elementos facilmente ionizaveis (EIE) e Ca, (Brenner & Zander, 1997) ¢ os efeitos de auto-
absorcdo, sdo minimizados pela aplicagdo de um fluxo gasoso que remove a extremidade de
menor temperatura do plasma (cauda), protegendo a interface oOtica de danos térmicos e
prevenindo depdsitos de sais nas lentes oOticas de entrada e de espelhos. Este fluxo de gas

torna possivel a determinagao de elementos na regido do ultravioleta.

5.2 - Diagnostico Mg 11/ Mg 1

A razdo de intensidade Mg II (280,270 nm) / Mg I (285,213 nm) ou Mg idnico / Mg
atdmico ¢ um critério pratico utilizado para determinar a “robustez” de um plasma e avaliar
seu desempenho analitico (Hill, 1999).

O termo “robustez” representa a eficiéncia na transferéncia de energia, na resposta do
plasma as mudancgas nas condi¢gdes de atomizacdo e excitagdo, € na composicdo quimica da
solugdo aspirada (Brenner & Zander, 2000; Silva et al., 2002). A condicdo robusta é obtida
quando o plasma esta proximo das condi¢cdes de LTE (Equilibrio Termodindmico Local). De
acordo com a equacdo de Saha-Boltzman (5.1), levando em consideracdo os valores de
densidade eletrénica geralmente observados no plasma (10°° — 10** m™) e que sob LTE as
temperaturas de excitacdo e do elétron sdo iguais (> 6.500 K), o valor tedrico para a razdo Mg
IT / Mg I em condi¢des robustas € > 8. Isso significa que quando o valor experimental para a
razdo Mg II / Mg I for = 8, os processos de atomizagdo, excitagdo e ionizagdo foram

completados.
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As linhas idnicas, em contraste com as linhas atdmicas, sdo bastante sensiveis as
alteracdes nos parametros operacionais. Entdo, quaisquer mudangas no sinal devido a variagao
das propriedades do plasma, podem ser identificadas e avaliadas. A linha i6nica Mg II
280,270 nm ¢ utilizada, pois a soma de suas energias estd na faixa 11-13 eV o que a torna
mais sensivel a alguma mudanga nos parametros (Mermet, 1991).

Condigdes robustas (Mg I1 / Mg I > 8) podem ser obtidas quando forem usadas: baixa
vazdo de nebulizagdo (aumentando o tempo de residéncia do analito), alta poténcia
(aumentando a quantidade de espécies excitadas) e didmetro do tubo injetor da tocha de > 2,0
mm, pois quanto maior o didmetro menor ¢ a velocidade do gas no canal central do plasma
(Brenner & Zander, 2000; Silva et al., 2002).

Varios estudos foram realizados aplicando-se a razdao Mg II / Mg I para avaliar a
robustez do plasma em condi¢des diversas como a alta concentra¢do de EIE’s por Brenner e
Zander (Brenner & Zander, 2000) a avaliacdo dos modos de observacdo radial e axial por
Silva et al. (Silva et al., 2002) na determinagdo de metais em vinagre para avaliar efeitos de

matriz por Silva et al. (Silva et al., 2004).

5.3 — Objetivo

Este trabalho também tem como objetivo desenvolver metodologias para determinagdo
de Ca, K, Mg, Na, Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ba, Al, Cd, Pb, V, Ni, Co e Li em leite materno
colostro e maduro empregando a técnica de ICP OES e analise quimiométrica aplicada na
avaliacdo do ajuste de modelos de calibragdo, na avaliagdo da qualidade dos ajustes ¢ a
utilizacdo de curvas de limites de confianca e de previsdo na identificagdo de regides de maior

precisdo e para o calculo dos limites de deteccdo e de quantificagao.

5.4 — Parte experimental
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5.4.1 — Instrumentacao

5.4.1.1 — Espectrometro de emissao optica com plasma indutivamente

acoplado

Para a quantificacdo das espécies inorganicas Ca, K, Mg, Na, Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ba,
Al, Cd, Pb, V, Ni, Co e Li, em leite materno, foi utilizado um espectrometro de emissao
optica empregando configuragdo axial (AX-ICP OES), modelo Optima 2000 DV (Dual View,
Perkin Elmer, Shelton, USA) equipado com fonte de radio freqiiéncia de 40MHz que
incorpora uma grade Echelle (79 linhas nm™) e fornece poténcias de 750-1500 W, um
detector de estado sélido, um tubo injetor da tocha com 2,0 mm de didmetro interno, um
nebulizador de fluxo cruzado (cross — flow) acoplado com uma camara de nebulizagdo duplo-
passo tipo Scott (DP). O equipamento também possui uma interface que introduz
perpendicularmente a tocha uma alta vazdo de ar que remove a extremidade de menor
temperatura do plasma (Shear gas). O sistema de introducdo da amostra ¢ composto de um
amostrador automatico AS 90 Plus (Perkin Elmer). Os pardmetros operacionais utilizados

estdo mostrados na tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Condi¢des operacionais para o ICP OES

Parametro
Poténcia aplicada (kW) 1,3
Vazdo do gas de nebulizagdo (L min'l) 0,6
Vazio da amostra (mL min™") 1,0
Vazdo do gas auxiliar (L min™) 0,2
Vazdo do gas do plasma (L min™") 15
Vazio de bombeamento (mL min™) 1,0
Diametro do tubo injetor (mm) 2,0
Altura da visao radial (mm) 14

Interface Shear gas
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5.4.1.2 - Sele¢do do Comprimento de Onda (A)

Os comprimentos de onda de macro elementos (Ca, K, Mg e Na), micro elementos e
constituintes tracos (Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Mn, Fe, Li, V, Ni, Co, Zn e Pb) utilizados sao
apresentados na tabela 5.2. A escolha dos comprimentos de onda utilizados para a maioria dos

elementos foi baseada na literatura.

Tabela 5.2 — Dados para as linhas espectrais utilizadas.

Elemento Linha A (nm) E(eV)
K I 766,49 5,96
Na I 589,59 7,24
Ba I 455,403 7,93
Al I 396,153 9,13
Cu I 324,75 11,55
Mg I 285,213 11,99
Mn I 257,61 12,25
Cr I 267,716 12,95
Fe I 238,204 13,07
Ca I 317,933 13,15
Ni I 221,65 13,67
Co II 228,62 13,7
Cd I 214,44 14,77
Pb II 220,35 14,79
Zn I 213,86 15,19
Li I 670,784 7,24
\% I 270,094 11,37

I = Linha atomica II = linha i6nica

5.4.1.3 — Forno de microondas

Um forno de microondas de média pressdo (MLS 1200 MEGA, Milestone, Bergamo,

Italia) equipado com 10 recipientes de Teflon®, foi utilizado para digestdo das amostras de
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leite materno e amostras de material de referéncia certificado. O programa de aquecimento
para a digestdo das amostras de leite materno, no forno de microondas, estd sumarizado na
tabela 5.3 e o das amostras certificadas na tabela 5.4. Para os dois programas de aquecimento,
10 minutos de ventilagdo foram necessarios, para um primeiro resfriamento dos recipientes ¢
logo ap6s esta etapa, os recipientes foram colocados por 30 minutos em banho com agua
corrente, a temperatura ambiente, para um posterior resfriamento. Os programas de
aquecimento utilizados foram baseados em métodos propostos pelo fabricante para as
matrizes digeridas e também através das seguintes referéncias: (Li et al., 1999; Martino et al,

2001; Ikem et al., 2002; Naveiro et al., 2005; Vinas et al., 2000; Vinas et al., 2001).

Tabela 5.3. Programa de aquecimento para a digestdo das amostras
de leite materno, em forno de microondas.

Etapa tempo (min) Poténcia (W)
1 5 250
2 5 400
3 5 500
4 1 600

Tabela 5.4. Programa de aquecimento para a digestdo das amostras de
material de referéncia certificado, em forno de microondas.

Etapa tempo (min) Poténcia (W)
1 1 250
2 1 0
3 6 250
4 6 400
5 4,5 600
6 1,5 250

5.4.2. Reagentes e solucoes

Solu¢do multielementar de 1000 mg L' (Std. 3 Perkin Elmer Pure Plus) contendo
todos os elementos estudados foi usada. HNO; (65% v/v) e peroxido de hidrogénio (30% v/v)
todos Merk, também foram utilizados. Todas as solugdes padroes utilizadas foram preparadas

diariamente da solugdo estoque por diluigdo com agua ultrapura Milli-Q (Millipore, Milford,
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MA, USA) e acidificadas com HNO;3 a 2% v/v. O material de referéncia certificado Infant
Formula (NIST SRM 1846) foi obtido do National Institute of Standards and Technology
(Gaithersburg, MD, EUA).

5.4.3 — Amostras

Amostras de leite materno (colostro e maduro) foram fornecidas pelo banco de leite
materno da Maternidade Odete Valadares, situada em Belo Horizonte, Minas Gerais. Para o
método proposto, foram analisadas 29 amostras, sendo que, 17 eram de leite maduro e 12 de
leite colostro. Para as analises envolvendo estudos de adigdo e recuperacdo de analito, foi
utilizada uma mistura de varios leites maternos, incluindo leite maduro e colostro. As
amostras eram de mdes residentes na regido metropolitana de Belo Horizonte e na regido
centro-oeste de Minas Gerais. As amostras foram mantidas a -18 °C até a analise. As amostras

foram analisadas na Funda¢do Ezequiel Dias (FUNED).

5.4.4 — Procedimento

5.4.4.1 — Preparaciao das amostras

Para a determinagdo das concentragdes dos elementos estudados, aliquotas de 1,0 mL
de leite humano, foram transferidas para recipientes de Teflon®, juntamente com 2,0 mL de
HNO; 65% v/v e 0,5 mL de H,O, 30% v/v. Estas solugdes foram digeridas em forno de
microondas de média pressao, com etapas de poténcia que variaram de 250 a 600 W. Solucdes
totalmente digeridas, homogéneas e incolores foram obtidas. As amostras de leite materno,
entdo, foram diluidas na propor¢do de 1:50 com agua Milli-Q. O material de referéncia
certificado Infant Formula (NIST SRM 1846) também foi digerido em forno de microondas
de média pressdo, pesando-se 0,05 g de SRM e adicionou-se 2 mL de HNO3 65% v/v, 0,5 mL
de H,O; 30 v/v e 1 mL de agua Milli-Q, para um volume final de 25 mL. As solugdes de

material certificado foram preparadas em triplicatas independentes e lidas medidas em
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triplicatas aleatorias. Os programas de aquecimento para a digestdo das amostras de leite

materno e de material certificado estdo descritos no item 5.4.1.3.

5.4.4.2 - Parametros de mérito

5.4.4.2.1 - Verificacao da estabilidade e da robustez do plasma

A avaliacdo da estabilidade do plasma em curto e longo periodo (Short e long-term
stability) foi feita em solugdo de leite materno digerido (1:50) contendo 2 mg L™ de Mg em
HNO; 2% (v/v). Para a estabilidade em curto periodo foram feitas 15 medidas consecutivas da
intensidade da linha de Mg II 280,265 nm e posterior analise do desvio padrio relativo. Para o
teste de estabilidade em longo periodo a emissao da linha de Mg foi monitorada durante um
periodo de 2,0 horas sendo realizadas 8 medidas com intervalos de 15 minutos. Ambos os
testes foram feitos empregando o AX-ICP OES e operando em condigdes fixas com vazao do
gas de nebulizagdo de 0,6 L min™' e poténcia aplicada de 1,3 kW, como sugerido pela
literatura (Silva et al., 2002).

O ajuste do ICP foi feito empregando uma vazao do gas de nebulizagdo que variou de
03-1,l Lmin' ea poténcia variando de 1,1 — 1,5 kW. A robustez do plasma, submetido a
alteragdes desses parametros, foi avaliada empregando como diagnostico, a razao Mg I1 / Mg
I. O plasma ¢ considerado robusto quando a razdo Mg Il / Mg I > 8 (Brenner & Zander,
2000).

5.4.4.2.2 - Linearidade e efeito de matriz

Linearidade em um método analitico ¢ a capacidade de se obter resultados diretamente
proporcionais as concentragdes de analitos em amostras, em uma faixa de concentragdo
especifica INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2003). E determinada através da analise de uma

série de padroes que abrangem a faixa de concentracdo de interesse gerando uma curva de
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calibracdo. O coeficiente de correlagdo da reta gerada pela curva de calibracdo deve ser igual
ou maior que 0,99.

A verificagdo da existéncia ou ndo de efeito de matriz pode ser feita comparando o
perfil das curvas obtidas pela calibragdo aquosa ¢ de ajuste de matriz. Se apresentarem perfis
semelhantes e paralelos, o sistema ndo apresenta efeito de matriz. Caso a analise visual nao
seja possivel, os coeficientes angulares das curvas podem ser comparados empregando o teste
t de Student e/ou o teste F, verificando se ha diferenca significativa entre seus valores
(INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2003).

Nesse trabalho, foi estudada uma faixa de linearidade que variou entre 2,0 e 70,0 pg L
! para os metais Al, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Ba, V, Co ¢ Li; uma faixa de 10,0 a 600,0
mg L™ para Ca, 5,0 a 80,0 mg L™ para Mg e Na, ¢ uma faixa de 15,0 a 900,0 mg L™ para K. A
curva de linearidade foi construida com as solu¢des padrdo em agua (n = 3) e em leite
materno digerido (n = 3). As inclinagdes das curvas de cada analito, em agua e em leite
digerido, foram comparadas avaliando a existéncia ou ndo de efeito de matriz significativos.
As contagens por segundo (CPS) de cada concentragdo foram medidas trés vezes e os

respectivos valores médios usados para a contrucdo das curvas de linearidade.

5.4.4.2.3 — Determinacio dos LD e LQ

Para a determinag¢do dos parametros de mérito LD e LQ, comparamos as varias
metodologias presentes na literatura e suas consisténcias logicas. As medidas foram feitas em

condig¢des robustas pré-estabelecidas no instrumento e empregando modo de observacdo axial.

5.4.4.2.4 — Precisao e exatidao

A precisio do método foi avaliada calculando o RSD (%) de 10 amostras
independentes, lidas em triplicatas aleatorias, para as seguintes concentracdes: 10,0 pg L™

para Li, Ba, V, Cr, Ni, Mn, Pb, Cu, Co, Cd, ¢ Al; 15,0 ug L! para Fe ¢ Zn; 200,0 mg L! para
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Ca; 300,0 mg L' para K ¢ 30,0 mg L' para Mg e Na; que correspondem aos pontos de maior
precisdo (ver item 3.1.3), referentes a curva de calibrag@o.

A exatiddo também foi avaliada empregando a quantificacdo de amostras de material
de referéncia certificado Infant Formula (NIST SRM 1846) e através de estudos de adic¢do e
recuperagdo de analito. A exatiddo do método, utilizando o material de referéncia, foi avaliada
empregando o teste ¢ de Student. No caso de estudos envolvendo adicdo e recuperacdo de
analito, uma recuperagdo ideal e desejada seria de 100%, mas flutuagdes de 10% sdo
consideradas bons resultados e dentro da faixa de 20% podem ser consideradas aceitaveis
(Welz & Sperling, 1999; EPA). Para o estudo de adicdo e recuperagdo de analito, solucdes
foram contaminadas e preparadas em 3 niveis de concentragio, 5,0; 20,0 e 40,0 pg L™ para os
analitos Al, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Ba, V, Co ¢ Li; niveis de 50,0; 200,0 ¢ 400,0 mg
L! para Ca; 20,0, 40,0 e 60,0 mg L! para Mg e Na; e 75,0; 300,0 e 600,0 mg L! para K, antes
da digestao em forno de microondas, preparadas em triplicatas independentes e medidas em
triplicatas, nas condig¢des robustas de operagdo. Os valores obtidos foram comparados com os

valores adicionados (100%) e o resultado expresso em porcentagem de recuperagao (%).

5.4.4.3 - Analise de amostras reais

A quantificagdo dos analitos de interesse, nas amostras reais, foi realizada com
amostras fornecidas pelo banco de leite materno da Maternidade Odete Valadares,
empregando ICP OES e curva de calibracdo aquosa baseada nas condigdes Otimas de

operagao.

5.4.4.4 — Avaliacao e emprego de padrio interno

A escolha do padrio interno apropriado na tentativa de minimizar algum efeito
interferente que pudesse ocorrer sobre as linhas analiticas, foi feita pela avaliacdo do perfil de
resposta as alteracdes do plasma utilizando uma solugio contendo 2,0 mg L de todos os
analitos e 2,0 mg L' de padrio interno. Os elementos testados como padrio interno e suas
respectivas linhas analiticas foram Co 228,61 nm (13,7 eV), Li 670,78 nm (3,87 eV), Ni
231,60 nm (14,03 eV) e Y 371,03 nm (9,9 eV). A utilizagdo de padro interno nessa etapa nao
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foi necessaria, pois os sinais analiticos de solu¢des com a presenca de padrdo interno ndo

diferem significativamente em relacdo as solugdes sem a presenca de padrio interno.

5.4.5 — Resultados e discussao

5.4.5.1 — Estabilidade do plasma

A estabilidade do plasma foi verificada aplicando-se os testes de estabilidade do
plasma em curto e longo periodo, descritos no item 5.4.4.2.1. Ambos os testes foram feitos
empregando o AX-ICP OES e operando em condigdes fixas com vazao do gas de nebulizagao
de 0,6 L min"' e poténcia aplicada de 1,3 kW, como sugerido pela literatura (Silva et al.,
2002). A precisdo obtida para as medidas em curto periodo foi de 0,84% e para as medidas em
longo periodo foi de 1,08%, respectivamente, o que sdo resultados concordantes com os
obtidos por (Silva et al., 2002). Os bons valores de RSD obtidos possibilitam analises

continuas e com significativa precisao.

5.4.5.2 — Linearidade e efeito de matriz

Para o estudo da linearidade e do efeito matriz foram construidas trés curvas de
calibragdo aquosa e trés curvas de ajuste de matriz em leite materno digerido. O método
apresentou resposta linear as concentracdes de todos os analitos na faixa testada de 2,0 a 70,0
ug L! para os metais Al, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Ba, V, Co e Li; uma faixa de 10,0 a
600,0 mg L' para Ca, 5,0 a 80,0 mg L' para Mg e Na, e uma faixa de 15,0 a 900,0 mg L'
para K, tanto em curva aquosa quanto em leite materno digerido.

A verificagdo da ocorréncia de efeito de matriz foi realizada comparando os
coeficientes angulares das curvas obtidas pela calibragdo aquosa e pela curva de ajuste de

matriz, empregando o teste ¢ pareado de Student, verificando se ha diferencga significativa
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entre seus valores. Assim, como obtido para as analises realizadas pelo ICP-MS, para as
amostras analisadas pelo ICP OES, verificamos que, os coeficientes angulares das duas curvas
analiticas, ndo apresentaram diferenca significativa entre si, em um intervalo de confianca de
95%, para uma faixa de 2,0 a 70,0 ug L! para os metais Al, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb,
Ba, V, Co e Li; 10,0 a 600,0 mg L! para Ca, 5,0 a 80,0 mg L! para Mg e Na e uma faixa de
15,0 a 900,0 mg L™ para K, podendo concluir que, ndo ha interferéncia da matriz sobre os
resultados medidos. Assim, a calibragdo aquosa foi utilizada na determinagdo de todos os

elementos analisados por ICP OES.

5.4.5.3 — Comparacio entre 0o MMQO e 0o MMQPA

Da mesma forma que foi realizada a comparacdo entre os métodos de regressao linear,
MMQO e o MMQPA, na determinagdo dos elementos por ICP-MS, também foi feita para os
elementos analisados por ICP OES. Primeiramente foi verificado se as varidncias das
respostas instrumentais, de todos os analitos estudados, apresentavam um comportamento
homocedastico (varidncias iguais) ou heterocedastico (varidncias diferentes). Os elementos
Ca, K, Mg, Na, Ba, Cd, Cr, Cu, Mn, Fe, Li, Ni, Co, Zn ¢ Pb apresentaram variancias
diferentes, sendo que, neste caso, deveriam ser calibrados através do MMQPA; e os
elementos V e Al apresentaram variancias iguais, sendo assim, deveriam ser calibrados pelo
MMQO. Neste sentido, avaliamos se estes métodos sdo estatisticamente iguais ou diferentes,
na calibragdo do mesmo analito, lembrando que, 0o MMQPA ¢ um método mais laborioso que
o MMQO.

Para avaliar se o MMQO ¢ o MMQPA sdo métodos estatisticamente iguais ou
diferentes, foi aplicado o teste ¢ pareado de Student, para comparar os coeficientes angulares
das duas curvas aquosas construidas, uma utilizando o MMQO e a outra utilizando o
MMQPA, para todos os elementos estudados. A tabela 5.5 apresenta as equacgdes das
regressoes lineares realizadas a partir do MMQO e do MMQPA, com o respectivo 7. de
Student. O valor de t9s9, », corresponde a 4,303, assim, na tabela 5.5, podemos observar que,
para os elementos Cu, Cd, Zn, Al, Ca, Mg, Na, K e Fe, os métodos foram estatisticamente
diferentes, sendo assim, para os elementos supra-citados, a calibragdo deve ser realizada
utilizando o MMQPA e somente para o Al e V, a calibragdo deve ser realizada utilizando o
MMQO, obrigatoriamente. Como para os demais elementos (Ba, Cr, Mn, Li, Ni, Co e Pb), os

métodos empregados ndo foram estatisticamente diferentes, a escolha de realizar a calibragao
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utilizando o MMQO ou 0 MMQPA, para estes analitos, ndo afetard significativamente seus

resultados finais, na amostra de interesse. Com isso, preferimos utilizar o MMQO para

realizar a calibragdo, para os demais analitos, visto que, ¢ um método mais simples e que pode

ser realizado por varios programas disponiveis no mercado, inclusive com o préprio programa

do equipamento, como ja discutido anteriormente.

Tabela 5.5. Comparagio entre os métodos MMQO e MMQPA, para analises feitas utilizando ICP OES.

Analito Equacio ajustada pelo MMQO Equacio ajustada pelo MMQPA L de
Student
Ba  y=23527,0 (+32,9)x— 11052,0 (+ 42,3) y=23171,8 (£ 234,3) x + 9599,9 (+142,5) 2,600
\Y 3 =220,7 (£ 2,7) x +405,0 (= 3,0) 3 =230,4 (+2,8) x + 25163,7 (= 104,5) 4,185
Cr  yp=1726 (= 04) x— 12,8 (= 0,1) y=1734 (+2,5) x + 1157,8 (£ 9,4) 0,562
Ni  y=264(+01)x+283 (+1,8) y=27,0 (= 1,1) x + 68,6 (£ 2,4) 0,893
Mn  »y=1307,6 (+ 1,0)x— 70,3 (£ 0,9) y=1308,7 (+3,2) x +2372,5 (£ 9,7) 0,584
Pb  y=64(x0,1)x+720,1) y=6,3 (£0,2) x + 194,0 (+ 4,0) 0,614
Cu  y=2204(£3,1)x+1713,0 (£ 24,9) y=211,5(* 1,1) x + 150,3 (= 1,4) 4,627
Co  y=588(0,1)x—688(+0,5) $=59,0 (+0,1) x + 30,9 (+0,3) 1,732
Cd  y=72,0=02)x—192,4(+12) y=74,7(*02)x—-227,3 (£ 1,7) 13,231
Zn  y=63,8(£0,4)x— 86,4 (£2,0) y=66,7 (x0,1)x—79,9 (£ 1,5) 10,356
Al y=183,6 (+3,6)x+361,5*2,4) y=151,9 ( 0,4) x + 5984,3 (+ 6,4) 14,867
Li 3=29541 (+ 1151) x — 27109 (+ 114) y=26743 (£ 1261) x + 41528 (+ 118) 2,837
Ca  y=1140000 (+29211) x + 2430964 (+ 9842) = 1000000 (+ 28143) x — 123707 (+ 8211) 5,971
Mg y=4500000 (£ 24753) x + 2100000 (+ 7147) y=5000000 (£ 26845) x - 2000000 (+ 8286) 23,717
Na  y=1300000 (x 31128) x + 2200000 (& 2478) 3= 1000000 (+ 31657) x - 20203 (+ 1101) 11,703
K y=1506000 (+2642) x + 584000 (= 121) y=480815 (+2401) x — 85804 (+ 140) 12,217
Fe y=163,4 (+1,3) x +2388,9 (+6,3) y=172,1 (£ 0,2) x + 1447,7 (+ 5,4) 11.193

If95%‘ 2= 4,303
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5.4.5.4 — Avaliacao da qualidade do ajuste do MMQ

Para avaliar a qualidade dos ajustes feitos pelo Método dos Minimos Quadrados,
escolhidos no item 5.4.5.3, para realizar a calibracdo dos elementos estudados, utilizamos os

residuos padronizados, que consistem no residuo dividido pela incerteza em cada ponto da
curva de calibragdo e o valor do chi-quadrado reduzido (x.,). Para um bom ajuste, os
residuos padronizados devem ter valores, em moddulo, em torno de 1 (ver item 3.1.2). Para
todos os analitos estudados, os residuos padronizados ficaram em torno de 1. O x2,, a um

nivel de confianga de 95%, possui %, =2.,73, com isso, como podemos observar na tabela

5.6, os valores obtidos de yx_,, para os elementos estudados, estdo abaixo do valor tabelado

de 2,73, onde podemos concluir que, as matrizes ¥, estdo bem estimadas e os métodos de
calibragdo utilizados também sdo adequados. As figuras 5.3 e 5.4 apresentam os graficos dos

residuos padronizados e a tabela 5.6 apresenta as equacdes utilizadas na calibragdo do método

analitico e os valores de ¥, , para todos os analitos, analisados por ICP OES.
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Figura 5.3. Residuos padronizados dos elementos analisados por ICP OES.
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Figura 5.4. Residuos padronizados dos elementos analisados por ICP OES, continuagao.
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Tabela 5.6. Valores de ) rze 4 Dara os elementos analisados por ICP OES.

Analito Equacio da reta de calibracio utilizada Ajuste fed
utilizado

Ba y=23527,0 (£32,9) x—11052,0 (+ 42,3) MMQO 2,29
\Y% y=220,7 (£ 2,7) x +405,0 (= 3,0) MMQO 2,05
Cr y=172,6 (0,4)x—-12,8 (x0,1) MMQO 1,71
Ni y=26,4(£0,1)x+28,3 (+1,8) MMQO 2,36
Mn y=1307,6 (£ 1,0) x — 70,3 (= 0,9) MMQO 2,11
Pb y=64=0,1)x+72(£0,1) MMQO 1,22
Cu y=211,51,1)x+150,3 (+ 1,4) MMQPA 2,55
Co y=58,8(£0,1) x—- 68,8 (£0,5) MMQO 2,68
Cd y=74,7(£0,2) x-227,3 (= 1,7) MMQPA 2,10
Zn y=66,7(£0,1)x—-79,9 (= 1,5) MMQPA 1,09
Al y=183,6 (£3,6) x +361,5 (+x2,4) MMQO 1,57
Li y=29541 (£ 1151) x — 27109 (= 114) MMQO 2,07
Ca y=1000000 (+ 28143) x — 123707 (+ 8211) MMQPA 1,93
Mg ¥ =15000000 (+ 26845) x - 2000000 (= 8286) MMQPA 1,28
Na y=1000000 (+ 31657) x - 20203 (+ 1101) MMQPA 2,62
K y=480815 (+2401) x — 85804 (+ 140) MMQPA 2,69
Fe y=172,1 (£ 0,2) x + 1447,7 (£ 5,4) MMQPA 1,50

5.4.5.5 - Determinacio dos limites de deteccao e de quantificacao
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Os LD e LQ foram determinados através de uma curva aquosa, utilizando as equacdes

de calibragdo demonstradas na tabela 5.6, para os respectivos elementos estudados neste

trabalho. Estas curvas foram medidas em triplicatas, 10 amostras independentes de branco

foram medidas 10 vezes e 10 amostras independentes fortificadas na mais baixa concentragao

(10,0 mg L' para Ca, 5,0 mg L' para Mg e Na, 15,0 mg L' para K ¢ 2,0 ug L' para os

demais elementos), utilizada na curva de calibragdo, foram também medidas 10 vezes. Os

desvios padrdo do branco e das amostras fortificadas foram utilizados na obtengdo destas
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figuras de mérito. As medidas foram realizadas empregando as condi¢des robustas de
operacao.

Assim como no estudo envolvendo as analises realizadas por ICP-MS, avaliamos as varias
metodologias da literatura para determinagdo dos LD e LQ, para decidir qual a melhor para
ser utilizada, nas analises feitas por ICP OES. A tabela 4.7 apresenta os métodos utilizados
para a determinacdo dos LD e LQ); os resultados encontrados estdo descritos nas tabelas 5.7 e

5.8, para todos os analitos.

Tabela 5.7. Limites de detecgio, em mg L' para Ca, Na, Mg ¢ K, e em pug L™ para os demais analitos,
determinados por ICP OES, em leite materno.

Analito Método A Método B Método C MétodoD Método E Método F

Ba 1,203 0,009 1,208 3,184 0,101 0,012
A" 3,982 2,787 5,515 5,932 0,954 2,220
Cr 0,476 0,261 0,620 2,789 0,972 0,431
Ni 1,906 0,466 2,162 4,925 1,080 0,540
Mn 1,906 0,046 1,931 3,980 0,109 0,052
Pb 0,914 0,549 1,216 4,849 1,743 4,410
Cu 0,669 0,414 0,897 2,850 0,891 1,220
Co 1,746 0,046 1,771 4,232 0,429 0,060
Cd 0,595 0,125 0,663 3,038 0,618 2,831
Zn 0,173 0,120 0,239 2,937 0,858 0,320
Al 0,119 0,060 0,152 2,423 0,423 4,461
Li 0,458 0,033 0,476 2,515 0,174 0,045
Ca 2,609 0,062 2,643 13,972 0,017 74,231
Mg 0,826 0,009 0,831 5,483 0,164 12,098
Na 2,244 0,072 2,284 8,614 0,046 4,390
K 1,406 0,012 1,413 17,243 0,128 7,101

Fe 0,310 0,210 0,426 2,642 0,558 0,121
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Tabela 5.8. Limites de quantificagdo, em mg L™ para Ca, Na, Mg e K, e em pg L' para os demais analitos,
determinados por ICP OES, em leite materno.

Analito Método A MétodoB Método C MétodoD Método E Método F

Ba 1,224 0,031 1,212 3,418 0,335 0,024
v 10,485 9,290 6,769 8,158 3,180 6,890
Cr 1,085 0,870 0,737 5,057 3,240 0,861
Ni 2,993 1,553 2,372 7,445 3,600 1,080
Mn 2,013 0,153 1,952 4,233 0,362 0,100
Pb 2,195 1,830 1,463 8,916 5,810 8,531
Cu 1,635 1,380 1,083 4,929 2,970 2,440
Co 1,853 0,153 1,792 5,233 1,430 0,121
Cd 0,386 0,416 0,720 4,480 2,060 3,002
Zn 0,453 0,400 0,293 4,939 2,860 0,642
Al 0,259 0,200 0,179 3,410 1,410 6,980
Li 0,535 0,110 0,491 2,921 0,580 0,080
Ca 2,753 0,205 2,671 14,012 0,056 148,011
Mg 0,847 0,031 0,835 5,865 0,546 23,091
Na 2,413 0,241 2,317 8,722 0,154 8,790
K 1,434 0,040 1,418 17,541 0,426 14,201
Fe 0,800 0,700 0,520 3,944 1,860 0,231

Como ja mencionado anteriormente, os métodos A, B e C utilizam dados somente
referentes ao branco, quer dizer, ndo consideram outros fatores importantes, ndo protegem o
resultados contra o Erro do Tipo I, falso positivo e também néo evita o Erro do Tipo II, falso
negativo.

Por sua vez os métodos D, E e F ja consideram tais fatores como descrito
anteriormente. Assim, observando os valores de LD e LQ, apresentados nas tabelas 5.7 e 5.8,
descartamos o método F por apresentar valores mais conservadores que os demais métodos,
principalmente para os metais Ca e Mg. Ja& o método E mostrou-se melhor para a maioria dos
elementos. Assim, em relagdo aos demais métodos, escolhemos o método E para determinar o
LD e o LQ dos elementos Al, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Ba, V, Co, Li,Ca, Mg, Na ¢ K,
por razdes de consisténcia logica, por levarem em considera¢cdo o comportamento do analito

junto com seus interferentes, e por apresentarem valores mais proximos da menor
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concentragdo utilizada, com a excecdo de poucos analitos. A tabela 5.9 apresenta a relagdo do

coeficiente de correlacdo, a equacdo de calibracdo dos analitos analisados por ICP OES (n =

3) e limites de detecgdo e de quantificagdo escolhidos para este método.

Tabela 5.9. Relacdo do coeficiente de correlagdo e equagdo de calibragdo dos analitos analisados por

ICP OES (n = 3) e limites de deteccao e de quantificagdo.

Analito dg(c)zf:::go Equacio de calibrag¢io ‘LD ‘LQ
Ba 0,9980 y=23527,0 (+32,9) x— 11052,0 (= 42,3) 0,101 0,335
\% 0,9995 y=220,7 (£2,7) x +405,0 (= 3,0) 0,954 3,180
Cr 0,9999 y=172,6 (£ 0,4)x—12,8 (£ 0,1) 0,972 3,240
Ni 0,9992 y=26,4(x0,1)x+283 (£1,8) 1,080 3,600
Mn 0,9999 y=1307,6 (= 1,0) x— 70,3 (£ 0,9) 0,109 0,362
Pb 0,9979 y=64@F0,1)x+7.2(0,1) 1,743 5810
Cu 0,9998 y=211,5x L1 x+150,3 (+ 1.,4) 0,891 2,970
Co 0,9992 y=158,8(x0,1)x—68,8 (£0,5) 0,429 1,430
Cd 0,9981 y=74,7(02)x-2273 (+1,7) 0,618 2,060
Zn 0,9992 y=66,7 (£0,1)x—79,9 (+ 1,5) 0,858 2,860
Al 0,9993 y=183,6 (£3,6)x+361,5(+24) 0,423 1,410
Li 0,9990 y=29541 (= 1151) x— 27109 (+ 114) 0,174 0,580
Ca 0,9990 y=1000000 (+ 28143) x — 123707 (£ 8211) 0,017 0,056
Mg 0.9973 =5000000 (+ 26845) x - 2000000 (+ 8286) 0,164 0,546
Na 0,9985 y=1000000 (£ 31657) x - 20203 (= 1101) 0,046 0,154
K 0.9973 1= 480815 (£ 2401) x — 85804 (& 140) 0,128 0426
Fe 0,9978 y=172,1 (£0,2) x + 1447,7 ( 5,4) 0,558 1,860

LD e LQ em mg L' para Ca, Na, Mg e K; e para os demais analitos em pg L.
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5.4.5.6 — Precisao e exatidao

A tabela 5.10 apresenta os parametros analiticos do método para a quantificacdo dos
analitos por ICP OES, em leite materno, em termos do LQ, precisdo e exatiddo. Para o estudo
da exatiddio do método, foram preparadas solugdes com concentragdes diferentes e
independentes do material de referéncia certificado NIST SRM 1846 Infant Formula, para o
estudo dos isdtopos analisados. O poder de detecgio resultante esteve em niveis de pg L™
para os microelementos e em mg L™ para os macroelementos (Ca, Na, Mg e K), enquanto que
a precisdo, expressa como desvio padrao relativo (R.S.D), foi melhor ou igual a 3,3%. Para
checar a exatiddo do método, estudos envolvendo adigdo e recuperagdo de analito também
foram utilizados. Adequadas quantidades dos elementos foram adicionadas ao leite antes da
digestao da amostra. As recuperacdes obtidas para os elementos analisados estiveram na faixa
de 83,1 —117,3% e estdo listadas na tabela 5.11.

Os elementos Al e V néo foram possiveis de recuperar no nivel de 40,0 ug L™, por ser
esta uma concentracdo muito alta para esses metais, tendo em vista as suas pequenas
quantidades presentes no leite materno. O contrario aconteceu com os metais Cu, Zn, Ca, Na e
K e Fe, onde nio foi possivel recupera-los nos niveis de 5,0 pg L™ para Cu e Zn; 50,0 mg L™
para Ca; 75,0 mg L' para K e 20,0 mg L' para Na, por serem estas concentragdes muito
baixas, tendo em vista as suas altas quantidades no leite materno. O elemento Cu nao foi
possivel recuperd-lo no estudo de material certificado, como mostra a tabela 5.10, porque a
quantidade desse metal presente na solucdo preparada de material certificado foi baixa ¢ a
concentragdo de Mn ndo foi determinada por ICP OES, por apresentar baixa concentragdo
desse metal no material certificado, sendo impossibilitada a digestdio de uma grande
quantidade de amostra desse material.

Em termos gerais, as recuperagdes obtidas e, os valores obtidos comparados com os
valores recomendados, no material de referéncia certificado, apresentaram concordancia entre
si, para um nivel de confianga de 95%. Assim, podemos concluir que o método proposto ¢é

adequado para quantificagdo dos metais analisados por ICP OES, presentes em leite materno.



111

Tabela 5.10. Parametros analiticos do método, para a quantificagdo dos analitos por ICP OES, em leite
materno (ts0, » = 4,303).

L b Exatidao®
Analito LQ* Reﬁfstfg?l(dozge Certiﬁcaldod Encontra}dod Inexatidao tde
(gL (ngL™") (%) Student

Ba 0,335 1.8 et . . _
\% 3,180 2,2 ne . . .
Cr 3,240 1,7 ne - . _
Ni 3,600 1,1 ne . . .
Mn 0,362 2.3 c . . .
Pb 5,810 2.8 ne . . .
Cu 2,970 3,1 10,2 +0,1 5,31+ 0,08 52,0 80,24
Co 1,430 0.9 ne - . _
cd 2,060 1,6 ne . . .
Zn 2,860 2,0 122,1 + 1,1 116,8 +2,9 95,6 2,944
Al 1,410 1,2 ne . . _
Li 0,580 1.8 ne . . .
Ca 0,056 2,7 7,38 +0,21 7,16 + 0,54 96,9 0,678
Mg 0,546 L5 1,08 + 0,02 1,08 + 0,09 99,9 0,020
Na 0,154 3,3 4,84 +035 5,61+0,51 115,8 2,134
K 0,426 2.8 14,4+0,5 14,3+0,8 99,6 0,093
Fe 1,860 2.4 1269+ 1,9 119,5+3,1 94,2 3,533

*LQ em mg L' para Ca, Na, Mg e K; e para os demais analitos em pg L™
°Calculado sobre 10 amostras independentes, lidas em triplicatas aleatorias para as seguintes concentragdes:
10,0 pg L™ para Li, Ba, V, Cr, Ni, Mn, Pb, Cu, Co, Cd, ¢ Al; 15,0 pg L' para Fe e Zn, 200,0 mg L™ para
Ca, 300,0 mg L™ para K ¢ 30,0 mg L' para Mg e Na.
‘Realizado com o NIST SRM 1846 Infant Formula.
‘Média £ S.D.
°nc: nio certificado e ci: concentra¢do informada



Tabela 5.11. Recuperagao (%) dos elementos em amostras de leite

materno digerido (n = 3), analisadas por ICP OES.

Analito ——g 1 Recupl\elgjgf ; o) Nivel 3
Ba 107,443  946+04  90,0+0,3
\ 1079+ 10,8 84,8+23  74,5+2.2
Cr 1078+8,6  96,5+3,0  91,9+0,3
Ni 933+1,7 890+29  868+0,8
Mn 1009+6,5 942+1,9  91,0+0,8
Pb 103,4+94 100,1£10,2 832+1,0
Cu 134123  1004+1,0 97,2+1.2
Co 106,6+55 975+14  903+0,7
Cd 1003+22  909+12  864+0,5
Zn 161.8+3,0 1058+43 117,3+28
Al 101,8+13,6 91,8+55 727+19
Li 1155+55 979+19  958+13
Ca 168,7+3.,6 113,6+59 109,9+1,8
Mg 1045+43  91,4+08 1142+16
Na 1845+34 1156+3,4 1143+64
K 218,1+2,7 113,8+5,7 1108+1,1
Fe 432+33  957+33  83,1+25
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Nivel 1: 50,0 mg L' para Ca; 75,0 mg L™ para K; 20,0 mg L™ para Mg e Na; ¢ 5,0 pg L™ para os demais metais.
Nivel 2: 200,0 mg L™ para Ca; 300,0 mg L™ para K; 40,0 mg L' para Mg e Na; e 20,0 ug L™ para os demais
metais. Nivel 3: 400,0 mg L para Ca; 600,0 mg L para K; 60,0 mg L™ para Mg e Na; ¢ 40,0 pg L para os
demais metais.

5.4.5.7 — Quantificacio de amostras reais

As tabelas 5.12 e 5.13 apresentam os valores das concentra¢des dos analitos estudados,
presentes em 12 amostras de leite materno colostro e as tabelas 5.14 € 5.15 os presentes em 17
amostras de leite materno maduro. As faixas das concentragdes obtidas também sao
comparaveis com os valores encontrados na literatura, especialmente para aqueles vindos de

estudos colaborativos da WHO IAEA (WHO, 1989), para o conteudo de tracos de elementos
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em leite materno no mundo todo. Em termos gerais, os dados obtidos pela analise por ICP
OES, também ndo indicam a presenga de elementos potencialmente toxicos em relagdo aos
valores encontrados na literatura. Em relacdo ao analito °'V, ndo foi encontrado na literatura
valores que apontam a extensdo desse metal em leite materno. Em relacdo as amostras de
maes fumantes que correspondem as amostras nomeadas como mae 4, mae 5 e mae 6, essas
amostras ndo apresentaram a presenca de elementos potencialmente toxicos, mas a amostra
mae 5, apresentou um alto nivel de Ni e Al; enquanto que houve também uma alta

concentragdo em Zn e uma baixa concentracdo de Fe em relagdo as demais amostras.

Tabela 5.12. Faixas dos analitos em leite materno, presentes na literatura, em mg L para Ca, Mg,
Nae K, e em pg L' para os demais metais (Jensen, 1995; WHO, 1989).

Analito Faixa na literatura Analito Faixa na literatura

Ba 0,947 Cd 0,7 4.6
\% - Cu 180 - 751
Li 0,08 1,3 Fe 200 - 800
Al 3-125 Zn 700 - 4000
Cr 0,2 59,0 Ca 180 - 300
Ni 0,5-10 Mg 9,5-62.5
Mn 3-40 Na 75,9 — 506,0
Pb 2-200 K 351 - 741

Co 0,1-2,0




Tabela 5.13. Quantificagio de amostras de leite materno colostro (n = 3) por ICP OES (mg L™ para Ca, Na, Mg ¢ K, e em pg L™, para os demais analitos).

Amostras Ba A\ Cr Ni Mn Pb Cu Co Cd
Mae 1 738+0,49 858+3,1 67,0+64 483+22 12,1+0,7 145+0,9 805+32 1,22+0,29 nd
Mae 2 158+0,3 176+11 60,5+5,5 11+7 17,8+ 1,4 nd 785+28 1,71+£0,18 nd
Mae 3 9,31+£0,72 193+24 585+73 763+32 154+09 349+45 801+36 1,45+0,32 nd
Mae 4 10,2+ 0.4 nd 35,8+3,0 292+0,32 63,2+45 127+12  357+19 1,47+£0,28 nd
Mae 5 10,9+0,5 101+21 25,0+34 40,7+£54 552+54 nd 365+23 1,44+0,11 nd
Mae 6 11,9+ 1,0 76,6+4,5 373+54 7,66+0,58 53,1+49 56,2+63 359+15 1,78+0,39 nd
Mae7  4,60+0,37 158+24 30,7+23 49,1£6,6 67,7+6,5 111+£11 989+38 1,38+0,28 nd
Mae 8 20,1+1,0 284+£28 38,8+42 587+£50 22,6+23 174+14 967+37 1,38+0,27 nd
Mae9  456+043 60,8+4,8 46,8+53 426+048 14,4+09 128+8  521+18 nd nd
Mae 10  56,7+3,7 67,0£5,5 46,2+4,5 13,7+0,8 19,2+0,8 125+6  707+19 nd nd
Mae 11  7,84+0,58 684+74 56,7+33 nd 9,42+0,54 763+43 126+£5 1,57+£0,32 nd
Mae 12 13,6+0,8 10,5+1,0 17,0+1,1 13,9+0,8 299+030 1,89+0,30 262+11 1,17+£0,18 nd

nd = ndo detectado
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Tabela 5.14. Quantificagio de amostras de leite materno colostro (n = 3) por ICP OES (mg L™ para Ca, Na, Mg e K, ¢ em pg L™, para os demais analitos),

continuacao.

Amostras Zn Al Li Ca Mg Na K Fe
Maie 1 3211 +£45 nd 2,60+0,20 288+12 30,3+34 761+21 603+18 273+9
Mae 2 4592 £53 nd 347+0,43 138+23 23,1+£54 558+20 641+17 921420
Maie 3 3992 + 38 nd 2,69+032 334+18 234+34 470+19 695+19 1028+ 28
Maie 4 9187+59 89,4+84 826+549 236+15 21,1+43 333+£12 736+15 19249
Mae 5 8608 £62 126+10 3,91+043 231+14 195+£34 298+£9 656+17 259+12
Maie 6 9418+ 64 266+ 12 nd 241+16 21,1+2,3 332+11 736+15 219+10
Mae 7 3388 +£34 nd nd 391 £18 255+34 703+18 784+19 467+12
Maie 8 4519+49 84,5+7.2 nd 324+24 279+23 450+14 553+16 506+15
Maie 9 3564+43 145+8 nd 255+15 224+1,8 1008+32 678+12 138+5
Mae 10 4836+53 244 +24 nd 325+17 27,7+1,2 707+19 733+£9 128+12
Miae 11 6765+ 59 nd nd 286+20 16,6+0,9 324+9 857+11 163+£9
Mie 12 1636+ 32 nd nd 245+17 17,8+ 1,8 1309+28 559+10 771+13

nd = ndo detectado
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Tabela 5.15. Quantificagio de amostras de leite materno maduro (n = 3) por ICP OES (mg L™ para Ca, Na, Mg ¢ K, e em pg L™, para os demais analitos).

Amostras Ba A% Cr Ni Mn Pb Cu Co Cd
Mae 15  7,88+0,59 nd 31,6 £ 2,4 51,9+22 289+0,7 759+23 403+13 1,81+0,29 nd
Mie 16 1,60+ 0,48 nd 264+1,5 149+04 12,0+ 0,5 15,7+0,8 202+11 1,53+0,23 nd
Mie 17 8,98+0,70 248+7 59,1+1,2 nd 16,5+0,9 60,7+3,2 848+23 1,88+0,18 nd
Mae 18 11,9+04 72,1+8,0 23,7+£2,0 24,1+0,8 11,7+0,5 36,0+23 459+15 1,02+0,32 nd
Mie 19 13,3+£0,5 238+24 32,6+1,1 955432 30,7+2,3 41,7+43 644+18 191+£0,27 nd
Mae20 9,50+1,01 107+10 44,6+33 6,57+0,89 435+34 90,8+64 340+19 1,27+0,28 nd
Mae 21  5,27+0,37 110+ 4 309+2,5 52,6+34 419+23 67,734 596+18 nd nd
Mie22 7,08+033 56,7+42 285+13 149403 26,0 £ 1,2 nd 464 + 15 nd nd
Mae23 440+043 151+1,0 428+32 20,4+1,0 252+1,4 322+32 152+14 nd nd
Mae 24  6,07+0,69 6,47+0,33 454+23 135+ 6 23,9+ 1,2 130+ 8 190 +9 nd nd
Mae 25 10,8+0,5 64,1+48 393+£24 11,5+0,5 17,9+ 0,9 17,8+0,8 141+8 nd nd
Mae 26 7,68 0,87 126 + 8 51,1 £3,4 nd 21,5+2,3 nd 12511 nd nd
Miae27 7,96+0,42 115+9 1,31 +0,23 nd 0,436+0,183 10,7+£0,4 606+22 1,63+£0,39 nd
Mae 28 5,18 +0,81 107 £7 148+0,3 44,8+20 1,37+0,12 944+45 828+36 nd nd
Mide29 6,45+0,38 107+ 6 343+24 nd 4,19+0,44 98,7+45 408+16 1,46+0,28 nd
Maie 30 150+04 963+55 139+04 528+32 268+032 448+34 632+18 1,17+£0,11 nd
Mae 31 5,56+0,62 161+8  5,25+0,32 nd 6,05 + 0,48 nd 292+12 1,10£0,23 nd

nd = ndo detectado
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Tabela 5.16. Quantificagdo de amostras de leite materno maduro (n = 3) por ICP OES (mg L' para Ca, Na, MgeK, e em ug L, para os demais analitos),

continuagao.

Amostras Zn Al Li Ca Mg Na K Fe
Mae 15 2271 +£45 189+ 16 4,24 + 0,65 389+ 19 345+1,8 176 =10 482 + 18 798 + 18
Mae 16 501 + 14 nd 3,32+0,56 241 £12 33,8+23 1078 £ 18 385+12 nd
Mae 17 5085 +43 nd 5,69 + 0,64 336 +£13 23,1+23 478 £ 11 866 + 19 527+ 12
Mae 18 5408 £ 26 nd 447+043 210+ 10 22,0+1,2 845+ 28 548 £10 nd
Mae 19 6657 £32 nd 4,18 £0,48 148 £ 8 232+34 372+ 19 727+ 11 282+7
Mae 20 1382+ 19 nd nd 302+ 11 20,7+ 1,8 117+£8 691 £ 12 627 £ 11
Mae 21 2609 £ 25 nd nd 342+ 14 17,2+£0,7 276 + 14 562+9 1175+ 16
Mae 22 2787 £27 nd nd 316+ 13 23,7+23 802 £32 67111 186+ 8
Mae 23 525+ 12 220+ 13 nd 204 £11 21,0+ 1,2 117+£9 345+ 7 nd
Mae 24 1454 £ 21 nd nd 269 £13 25,5+1,9 137+£18 514+16 nd
Mae 25 182 £11 255 €17 nd 171+£9 342+34 1577 £ 21 529+15 nd
Mae 26 46514  248+8 nd 262+8  257+23  722+12 41417  732+64
Mae 27 4101 +59 173 £12 nd 202+5 19,6 £ 1,0 273+£9 546 + 15 nd
Mae 28 2982 £29 nd nd 378+ 14 250+34 526+ 19 643+ 17 128+ 11
Mae 29 2705 £31 nd nd 263+ 12 17,7£1,2 343+ 11 650+ 13 419+ 13
Mae 30 5379 +43 nd nd 331+15 233+2,1 366+ 17 707 £ 19 191+ 14
Mae 31 995 £22 nd nd 256 +£13 19,8+ 0,9 141+£9 429+ 11 358 +15

nd = nao detectado
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Capitulo 6

Comparagdo entre ICP-MS e ICP OES
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6 — COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS ICP-MS E ICP OES

Para comparar o desempenho analitico das técnicas ICP-MS e ICP OES, na
quantificagdo de elementos presentes em leite materno, analisamos 3 amostras de leite
materno colostro e 3 amostras de leite materno maduro, pelas duas técnicas analiticas. As
tabelas 6.1, 6.2 e 6.3 apresentam os valores das concentragdes obtidas para os analitos
estudados, comparando as duas técnicas analiticas ICP-MS e ICP OES, nas amostras de leite
materno colostro. Ja as tabelas 6.4, 6.5 e 6.6 apresentam os valores das concentragdes obtidas
para os analitos estudados, comparando as duas técnicas analiticas ICP-MS e ICP OES, nas
amostras de leite materno maduro.

Como podemos observar para as amostras de leite materno colostro, as técnicas foram
estatisticamente semelhantes, a um nivel de 95% de confianga, exceto para alguns analitos
como Cu e Al na tabela 6.2, lembrando que, para o metal Cu, esta diferenca ndo chega a 10%.
Para as amostras de leite materno maduro, as técnicas também foram estatisticamente
semelhantes, a um nivel de 95% de confianca, exceto para alguns analitos como Co na tabela

6.5 e Mn na tabela 6.6.

Tabela 6.1. Comparagao entre as técnicas ICP-MS e ICP OES, na quantifica¢do de elementos
presentes na amostra A - leite materno colostro. (nd = néo detectado e #os, » = 4,303).

Amostra A - Concentracdes (ug LY

Analito LQ LQ tde
ICP-MS ICP OES
(ICP-MS) (ICP OES) Student

Ba 13,0+ 0,8 0,032 13,6 £0,3 0,335 1,137
v 74,8 £ 1,7 0,015 76,4+ 1,2 3,180 1,327
Cr 38,9+0,4 0,090 38,2+0,2 3,240 2,698
Ni 3,63 +0,32 0,135 4,14 + 0,43 3,600 1,605
Mn 3,27+0,62 0,020 2,99 + 0,23 0,362 0,711
Pb 1,04 + 0,29 0,155 <LQ 5,810 -
Cu 242+ 3 0,057 262+ 7 2,970 4,111
Co 0,796 = 0,277 0,026 <LQ 1,430 -
Cd 0,182 +0,071 0,042 nd 2,060 -
Fe 857+9 0,716 898 + 14 1,860 4,164
Zn 1595+ 30 0,165 1636 £ 25 2,860 1,796

Al 38,4+ 1,7 0,160 36,5+2.4 1,410 1,089




Tabela 6.2. Comparagio entre as técnicas ICP-MS e ICP OES, na quantificag¢@o de elementos
presentes na amostra B - leite materno colostro. (nd = ndo detectado € #950, » = 4,303).

Amostra B - Concentracdes (ug L")

Analito LQ LQ tde
ICP-MS ICP OES
(ICP-MS) (ICP OES) Student

Ba 13,0+ 0,3 0,032 13,4+0,2 0,335 1,367
v 52,5+ 1,9 0,015 50,2+2,0 3,180 1,417
Cr 10,4+ 0,8 0,090 141+14 3,240 3,764
Ni 4,27+ 0,37 0,135 4,12+0,24 3,600 0,576
Mn 9,31 +1,08 0,020 9,67 £0,52 0,362 0,523
Pb 1,02 + 0,08 0,155 nd 5,810 -
Cu 443 +7 0,057 475+ 6 2,970 5,713
Co 0,259 + 0,093 0,026 nd 1,430 -
Cd 0,140 £+ 0,064 0,042 nd 2,060 -
Fe 963 £ 8 0,716 993+ 9 1,860 3,967
Zn 2848 + 33 0,165 2766 + 31 2,860 3,139
Al 31,4+£0,9 0,160 42,4+24 1,410 7,286

Tabela 6.3. Comparagdo entre as técnicas ICP-MS e ICP OES, na quantifica¢éo de elementos

presentes na amostra C - leite materno colostro. (nd = ndo detectado e 50, » = 4,303).

Amostra C - Concentracdes (ug L)

Analito LQ LQ tde
ICP-MS ICP OES
Icp-MS) (ICP OES)  Student

Ba 9,62 + 0,42 0,032 10,0 £0,3 0,335 1,258
A% 35,7+0,6 0,015 349+0,5 3,180 1,568
Cr 20,4+0,5 0,090 21,0+ 0,6 3,240 1,264
Ni 10,8 £ 0,3 0,135 11,1+0,4 3,600 0,873
Mn 8,54 £ 0,45 0,020 9,82 + 0,37 0,362 3,762
Pb 2,32+0,72 0,155 <LQ 5,810 -
Cu 375+ 4 0,057 387+6 2,970 2,471
Co 0,686 + 0,096 0,026 <LQ 1,430 -
Cd 0,217 £0,012 0,042 nd 2,060 -
Fe 934+ 10 0,716 951+9 1,860 2,039
Zn 3293 +35 0,165 3275+ 22 2,860 0,738
Al 544+ 14 0,160 56,0+ 1,2 1,410 1,449
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Tabela 6.4. Comparagio entre as técnicas ICP-MS e ICP OES, na quantifica¢do de elementos

presentes na amostra D - leite materno maduro. (nd = ndo detectado e tyse, » = 4,303).

Amostra D - Concentracoes (ug LY

Analito LQ LQ tde
ICP-MS ICP OES
(ICP-MS) (ICP OES) Student
Ba 7,47 +0,84 0,032 8,03+0,21 0,335 1,109
v 42,4+1,2 0,015 441+2,0 3,180 1,199
Cr 24,8 +£0,8 0,090 22,1+1,3 3,240 2,984
Ni 332+1,3 0,135 31,9+ 1,5 3,600 1,080
Mn 6,14 £0,52 0,020 5,32+ 0,47 0,362 1,991
Pb 2,21+0,32 0,155 <LQ 5,810 -
Cu 335+£23 0,057 298 +£26 2,970 1,806
Co 0,129 £+ 0,062 0,026 nd 1,430 -
Cd 0,334+ 0,075 0,042 nd 2,060 -
Fe 1075 + 38 0,716 987 £ 32 1,860 3,022
Zn 1758 £33 0,165 1819 +£25 2,860 2,497
Al 151+1,7 0,160 nd 1,410 -

Tabela 6.5. Comparagdo entre as técnicas ICP-MS e ICP OES, na quantifica¢do de elementos

presentes na amostra E - leite materno maduro. (nd = ndo detectado e toso, » = 4,303).

Amostra E - Concentracées (ng L™)

Analito LQ LQ tde
ICP-MS ICP OES
ICP-MS) (ICP OES)  Student

Ba 6,72 + 1,03 0,032 7,47+0,37 0,335 1,176
v 27,7+0,6 0,015 28,6+ 0,7 3,180 1,609
Cr 12,4 +0,8 0,090 13,9+1,2 3,240 1,780
Ni 28,3+£0,7 0,135 29,1+1,0 3,600 1,131
Mn 7,64 £0,32 0,020 9,27+0,78 0,362 3,321
Pb 4,12+£0,29 0,155 <LQ 5,810 -

Cu 526+ 12 0,057 55115 2,970 2,743
Co 0,578 £ 0,086 0,026 <LQ 1,430 -

Cd 0,246 + 0,022 0,042 nd 2,060 -

Fe 1115+£26 0,716 1152 £15 1,860 2,074
Zn 2239 + 31 0,165 2275 + 34 2,860 1,363
Al 274+1,2 0,160 31,2+£2,6 1,410 2,221
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Tabela 6.6. Comparagio entre as técnicas ICP-MS e ICP OES, na quantificag@o de elementos
presentes na amostra F - leite materno maduro. (nd = ndo detectado e #950, » = 4,303).

Amostra F - Concentracoes (ng )

Analito LQ LQ tde
ICP-MS ICP OES
ICP-MS) (ICP OES)  Student

Ba 9,14+0,34 0,032 9,82 + 0,47 0,335 1,993
\Y% 34,6 +1,5 0,015 36,4+0,3 3,180 1,983
Cr 17,3 +0,7 0,090 19,2+ 0,6 3,240 3,301
Ni 17,7+ 0,8 0,135 15,9+0,7 3,600 2,644
Mn 9,48 £0,32 0,020 13,0+ 0,7 0,362 8,030
Pb 5,87 +0,55 0,155 6,78 £ 0,44 5,810 2,239
Cu 526+ 12 0,057 488 £ 10 2,970 3,998
Co 0,654 + 0,105 0,026 <LQ 1,430 -
Cd 0,326 + 0,062 0,042 nd 2,060 -
Fe 948 + 32 0,716 1011 +£27 1,860 2,588
Zn 1943 + 35 0,165 1886 + 30 2,860 2,084
Al 445+1,2 0,160 42,1+1,7 1,410 1,957
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A tabela 6.7 apresenta os valores das concentragdes dos elementos analisados pelas

duas técnicas. A concentracdo de Mn ndo foi determinada por ICP OES, por apresentar baixa

concentracdo desse metal no material certificado, sendo impossibilitada a digestdo de uma

quantidade satisfatoria de amostra desse material. Os valores obtidos para as concentracdes de

Cu, Fe e Zn foram concordantes entre as duas técnicas. Assim, tanto para as amostras reais

quanto para o material certificado, as duas técnicas foram estatisticamente semelhantes, a um

nivel de 95% de confianga, para todos os analitos estudados, podendo entdo, ser utilizado

qualquer uma das técnicas, para a analise de elementos presentes em leite materno colostro e

maduro.

Tabela 6.7. Comparagdo entre as técnicas ICP-MS e ICP OES, na quantificag¢do de elementos

presentes no material certificado NIST 1846 Infant Formula.

Certificado  Encontrado - ICP-MS

Encontrado - ICP OES

Analito 4 4 4 t de Student
(ngL7) (ngL7) (ngL7)
Cu 10,2 +0,1 9,24 +1,28 10,7+ 1,3 1,403
Zn 122,1+1,1 122,8+2,8 117,6 £2,8 2,204
Fe 127,9+0,8 126,8 +3,2 1204 +3,4 2,373

1‘95%q 2= 4,303
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Dependendo do objetivo, em relagdo a analise de constituintes inorganicos presentes
em leite materno, as duas técnicas empregadas, ICP-MS e ICP OES, podem ser consideradas
complementares, em razdo do limite de deteccdo de cada técnica, lembrando que a ICP-MS ¢
uma técnica mais sensivel que a ICP OES, por alcangar baixos limites de detecgdo que variam
de 0,1 20,001 pug L em solugdes aquosas. Mas, como desvantagem em relagdo a ICP OES, a
ICP-MS pode apresentar interferéncias isobaricas e poliatdmicas, que podem ocorrer quando
uma espécie ionica no plasma tem a mesma razao massa-carga (m/z) que um ion do analito.
Entretanto, essas interferéncias podem ser corrigidas utilizando varios métodos, como a
utilizagdo de um branco, utilizacdo de um isétopo diferente do analito, corregdes matematicas,
ajuste experimental das condigdes do plasma, dessolvatagdo, introdu¢do de gas alternativo,

entre outros.
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Conclusdo
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CONCLUSAO

A verificagdo do método de regressdo linear utilizado para fazer a calibragdo do
método de medicdo, ¢ uma importante etapa do processo analitico. Neste estudo, para os
elementos **Ba e "®Se, analisados por ICP-MS, os dois métodos comparados, MMQO e
MMQPA, foram estatisticamente diferentes entre si, sendo assim, para o 3%Ba, a calibragdo
deve ser realizada utilizando o MMQPA e para o "®Se, a calibragio deve ser realizada
utilizando o MMQO. Como para os demais elementos, os métodos de regressdo linear
empregados ndao foram estatisticamente diferentes, a escolha de realizar a calibragdo
utilizando o MMQO ou o MMQPA, ndo afetou significativamente os resultados finais, na
amostra estudada. Com isso, preferimos utilizar o MMQO para realizar a calibragdo, para os
demais analitos, visto que, ¢ um método mais simples e que pode ser realizado por vérios
programas disponiveis no mercado, inclusive com o proprio programa do equipamento. Para
os metais Cu, Cd, Zn, Al, Ca, Mg, Na, K e Fe, analisados por ICP OES, os métodos foram
estatisticamente diferentes, sendo assim, para estes elementos, a calibracdo deve ser realizada
utilizando o MMQPA e somente para o Al e V, a calibragdo deve ser realizada utilizando o
MMQO, obrigatoriamente.

A avaliagdo do ajuste escolhido, utilizando os residuos padronizados ¢ o y.,, foi

adequada e necessaria, tendo todos os valores de cada ponto utilizado na calibracdo dos
metais analisados pelas duas técnicas analiticas, apresentaram valores em torno de 1. A
utilizagdo das curvas do limite de confianga do ajuste, juntamente com a reta de calibragdo, ¢
das curvas do limite de previs@o do ajuste, foi necessaria para termos uma melhor estimativa
de possiveis valores espurios (outlier), ou seja, medidas que ndo pertencem a mesma
populagdo de dados.

A avaliagdo de qual melhor método a ser utilizado para expressar os limites de
deteccdo e de quantificacdo dos métodos analiticos, demonstrou a grande dificuldade quando
da escolha destes métodos, por ndo ter nenhuma padronizagdo a ser utilizada. Neste trabalho,
foi escolhido o método E para determinar o LD e o LQ de cada analito, analisados tanto por
ICP OES quanto por ICP-MS, por razdes de consisténcia ldgica, por levar em consideragao o
comportamento do analito junto com seus interferentes, € por apresentar valores mais
proximos da menor concentragdo utilizada, com a excecdo de poucos analitos.

A precisdo das andlises realizadas por ICP-MS, expressa como desvio padrao relativo

foi melhor ou igual a 3,4% enquanto que por ICP OES foi melhor ou igual a 3,3%. Para
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checar a exatiddo dos métodos, estudos envolvendo adi¢do e recuperacdo de analito também
foram utilizados. As recuperagdes para as andlises por ICP-MS, foram na faixa de 80,8 -
110,9% e por ICP OES, estiveram na faixa de 83,1 - 117,3%. Os valores obtidos tanto para o
ICP-MS quanto para o ICP OES, comparados com os valores recomendados, no material de
referéncia certificado, apresentaram concordancia entre si, para um nivel de confianga de
95%. Assim, podemos concluir que o método proposto ¢ adequado para quantificacdo dos
elementos analisados por ICP-MS e por ICP OES, presentes em leite materno.

A quantificag¢@o de elementos essenciais e toxicos em leite materno por ICP-MS e ICP
OES oferece varias vantagens como simplicidade no preparo da amostra, curto tempo (< 2 h)
e pequeno volume de amostra necessario (1 mL) em relagdo a quantidade requerida em outras
técnicas. A dilui¢do aplicada neste estudo, 1 mL de leite materno para 50 mL de solugéo, ¢
adequada para determinacdo dos elementos estudados. Verificamos também que ndo existe
diferenca significativa entre os dois métodos, assim sendo, é possivel de maneira satisfatoria,
a determinagdo de constituintes inorganicos presentes em amostras de leite materno tanto por
ICP-MS como por ICP OES. Nesse sentido, concluimos que as metodologias desenvolvidas

sdo viaveis para implementa¢do no controle de qualidade de leites maternos.
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Utilizacdo do MMQPA, para ajuste de Curvas de Calibragcdao de metais

presentes em amostras de leite materno, analisadas por ICP-MS.

Rosilene S. Nascimento' (PG)*, Waldomiro B. Neto' (PG), Welington F. de Magalhies' (PQ), José Bento

B. Silva’ (PQ).

"Departamento de Quimica — UFMG — Av. Anténio Carlos — 6627 — Pampulha — Belo Horizonte — MG — 31270-901

30160-030
*e-mail: rosilenequimica@yahoo.com.br

Palavras Chave: MMQO, MMQP, limites de confianga e de previsao, incertezas.

Introducao \

O método de regressdo mais comumente utilizado em
calibragdo instrumental é o Método dos Minimos
Quadrados — MMQ. Existem dois tipos basicos de
MMQ, que sdo o MMQO - Método dos Minimos
Quadrados Ordinario — ¢ o MMQP — Método dos
Minimos Quadrados Ponderado. Cada um dos dois tipos
de MMQ pode ser dividido em dois casos:

- MMQO com variéncia comum o*(y;) = 6> conhecida

- MMQO com variancia comum c*(y;) = 6> desconhecida
e estimada a partir do desvio padrio do ajuste ou
residual s°.

- MMQP com varidncias o(y;) conhecidas, que
chamamos de MMQP Absoluto - MMQPA.

- MMQP com varidncias 6°(y;) desconhecidas, mas com
relagdo entre elas conhecidas, que chamamos de MMQP

Relativo —- MMQPR.

Resultados e Discussao \

Foi determinado Ba, Ag, As, Be, Bi, Cd, Co, Cu, Pb,
Mn, Ni, V, Se, Cr, Fe e Zn em leite em p6 certificado,
por ICP-MS (ELAN 9000, Perkin Elmer), utilizando
CFA-C como reagente. Através do comportamento das
variancias das  respostas instrumentais  (Fig.1),
observamos um  comportamento heterocedastico
(variancias diferentes), e, por isso, utilizamos o
MMQPA para realizar a regressao linear. O uso do
MMQO, quando da presenca de heterocedasticidade,
causa erro sistematico proporcional a concentracdo do
analito e erro na estimagdo de sua incerteza, levando a
perda de rastreabilidade do resultado da medigéo'.

Y=17135x0 - 86604x2 +390366x- 183448

1.06E407
6.60E+06
2.60E406
-1,40E406
2
Concentragao (pg L")

Figura 1. Incerteza da resposta instrumental para o
metal >'V.

No MMQPA, utilizamos o calculo matricial para
encontrar o vetor B dos parametros ajustados para a
curva de calibragio’:

B=JV'J P=B'JVY

onde V‘,_]Vé a matriz das variancias e covariancias das
respostas instrumentais, .J é a matriz de planejamento e

Re=1
o 4 6 g 10 2

30" Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Y ¢ a matriz das respostas instrumentais. Para avaliar a
qualidade do ajuste da regressdo, feita pelo MMQPA,
utilizamos residuos padronizados ou reduzidos di/s; e o
valor de chi-quadrado reduzido ( 1360, ), sendo que,
ambos devem ter, em modulo, valores em torno de 1,
para um bom ajuste, como mostra a (Fig.2).

Para mostrar como varia a confiabilidade na curva de
calibragdo e a precisdo do resultado na concentragdo do
analito, construimos curvas de limite de confianga do
ajuste, CLCA, e curvas de limite de previsdo, CLP,
respectivamente tracejado e pontilhado na (Fig. 3).

Figura 2. Avaliagdo da qualidade do ajuste, da regressao
feita pelo MMQPA, para o metal >'V.

B0E+04

6.0E+04

408404

208404

0,0E+00

o 1 2 3 4 5 & 7 8

s 10 1 12

Concentragéo (ug L")

Figura 3. Curva de Calibracdo utilizando
MMQPA jjuntamente com as curvas de limite de
confianga e curvas de limite de previsdo do ajuste.

Conclusoes \

Concluimos que, 0 MMQPA mostrou-se adequado para
o ajuste da regressdo, sendo que, para a maioria dos
metais estudados, o ){fed e os residuos padronizados
estiveram em torno de 1; assim, se utilizissemos o
MMQO, estariamos embutindo um erro sistematico no
processo de calibragao.
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Resumen

Este trabalho apreserta a aplicagio de curvas de limites de conflanga e de previsdo, na
calibragdo de metais (Ba, &g &5, Be, Bi, Cd, Co, Cu, P, Mn, N1, ¥, Be, Cr, Fe e Z1) em leite
materno, utilizando ICP-MS. O objetivo deste trabalho foi a constraciio de curvas de limites de
conflanga, para indicar a regido onde devemos encontrar os valores da varidvel dependente
usados na calibragdo, para v dado nivel da conflanga; e a constragio de curvas de limites de
previsdo, para indicat a regifo onde devemos encortrar os walores da varidvel dependente, para
um dado nivel da conflanga, no caso de refazermos uma nova medicdn da resposta
istnumental, para amostras reais, jurtamente com a curva de calibragio. Para oz ensaios,
utilizoa-se amostra de leite em pd certificado, NIST SEM 1246 e como reagente, CFA-C
Atrarés do comportamento das varincias das respostas instnamerdsis, observamos wim
cotmpottamernto heteroceddstico (waridncias diferentes), e, por isso, wilizamos o Método dos
Minithos CQuadrados Ponderado Absoluto, para a regressio lnear. Ttilizando material
cettificado, avaliasmos a exatiddo do método proposto, utilizando o teste t-pareado, onde os
tesultados obtidos foratn estatisticatnente ignais aos walores cettificados, garantindo assim, a
tastreabilidade dos resultados analiticos. A constragdo das curvas de limdtes de confianga e de
previzdo demonstron-se adegquada para avaliar a conflabilidade na curva de calibracdo e a
precizio do resultado na concentragdo do analito,
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Introducao

O leite materno constitui-se na unica fonte de
nutrientes durante os primeiros meses de vida
da crianga e conseqiientemente, sua composi¢ao
elementar ¢ de fundamental importancia para o
crescimento infantil. O ferro no leite materno ¢é
ativo numa variedade de metaloenzimas
envolvidas em reagdes de redox com oxigénio
tais como superoxido dismutase e citocromo
oxidase. Sua extensdo no leite humano ¢ de 0,2
a 0,8 mg L. Ndo foram encontrados trabalhos
na literatura envolvendo a determinacao de Fe
em leite materno por GFAAS.

Experimental

Inicialmente testou-se modificadores quimicos e
0 ndo uso de modificador. Foram selecionados
os dois melhores (Ru e Zr permanentes) sendo
que, o ndo uso de modificador resultou em:
baixa sensibilidade, incompleta degradacdo da
matriz e baixo tempo de vida 1til do tubo. Na
otlmlzac;ao foram construidos planejamentos
fatorial 2° e composto central (CCD). Para as
analises, as amostras de leite materno foram
apenas diluidas 1:1 com agua deionizada Mili-
Q, sem a necessidade de digestdo prévia da
amostra. A calibracdo foi reahzada utilizando
ajuste de matriz (10 a 100 pg L™). Para avaliar a
exatiddo do método proposto, foram realizados
estudos de recuperagdo utilizando material de
referéncia certificado de leite em po6, NIST
SRM 1846 Infant Formula. Foram analisadas
cinco amostras de leite materno de cinco maes.

Resultados e Discussio

Apoés realizar o CCD, as condigdes otimas
foram: Ru permanente com plataforma,
temperatura de pirdlise de 1270 °C e
temperatura de atomizagdo de 2610 °C (figura
1). O tempo de secagem da matriz também foi

otimizado para evitar borbulhamento a altas
temperaturas e perda do analito, que foi de 2
minutos. A massa caracteristica foi de 0,88 +
0,44 pg sendo que a massa caracteristica
recomendada ¢ de 5,0 pg, demonstrando a alta
sensibilidade do método proposto.

o5
[Ab =-153,3349 + 0,1129"Ta - 0,00002°Te? + 0,0110°Tp - 0,000002'Tp? - 0,000005TerTp | N 0.4
Maximo: Ta = 2612 °C e Tp = 1270°C

Figura 1. Superficie de resposta do Planejamento Composto
Central para Fe em leite materno.

O LD e o LQ para determlnaqao de Fe em
leite materno foram de 2,26 ug L™ ¢ 7,53 g
L'. Determinando-se, com o método
proposto, amostra certificada no NIST 1846
(Infant formula), o resultado foi concordante
com o certificado (a 95% de probabilidade).
Foram analisadas 5 amostras de leite materno
e as concentra(;oes de Fe obtidas foram de
0,170a 0,187 mg L™

Conclusoes

O uso de GF AAS usando modificagio
permanente e aliado a otimiza¢do multivariada
foram essenciais para alta sensibilidade do
método. A recuperagdo, limites de deteccdo e
quantificagdo e exatiddo mostraram-se adequados.
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ABSTRACT

A fast procedure to determine 2TAlL, *3Cr, *Mn, *"Fe, °Ni, ®*Cu, ®Zn, *Zn, "*Se, ¥Se, ''*Cd,
4cq, 2%pp, 29pp, B4, °'V, *°Co and °As in Brazilian human milk by inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) is proposed. Mature and colostrum human milk samples
were mineralized using closed-pressurized and high-performance microwave digestion oven.
Aqueous calibration was performed with an r* higher than 0.999 for all isotopes investigated.
A reference material, Infant Formula (NIST SRM 1846) was analyzed to test the accuracy of
the proposed methodology. In addition, recovery assays were carried out to check the
interference effects. Recovery rates ranged between 80.8 and 110.9%. The precision of the
method expressed as a relative standard deviation (R.S.D.) was better than 3.4% for all
analytes investigated. Precision and accuracy of the method show that it is useful for the

intended purpose.



