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Resumo

Neste trabalho estdo descritos os desenvolvimentos (otimizacdo e validagdo) de
métodos para analise direta de Mn, Cu, Cr e Pb em leite materno sem necessidade de digestao
prévia das amostras para a quantificacdo por espectrometria de absor¢do atomica em forno de
grafite (GF AAS). Para o desenvolvimento dos métodos para determinacdo de manganés e
cobre, hidroximetilaminometano (TRIS) e monoetanolamina foram avaliados como possiveis
diluentes do leite materno (sendo que o TRIS apresentou melhor exatiddo para ambos os
metais), enquanto que para cromo ¢ chumbo apenas o TRIS foi avaliado. Os parametros de
analise foram obtidos por meio de otimizagdo multivariada, que consistiu em experimentos
para escolha de modificadores quimicos, experimentos para avaliacdo preliminar de variaveis
(planejamento fatorial fracionario 2*') seguido de uma metodologia de superficie de resposta
(planejamento composto central). Nos experimentos foram avaliadas as melhores
temperaturas de pirdlise e de atomizagdo, o tempo de pirolise e o uso de modificadores
quimicos (permanentes ou associados ao modificador em solug¢do). O efeito de matriz foi
avaliado em cada método por meio de testes estatisticos F e t de Student, sendo que, em
alguns casos, a calibracdo aquosa foi viavel. A sensibilidade foi avaliada através das massas
caracteristicas e dos limites de deteccdo. Estudos de exatiddo foram efetuados através de
recuperagdes dos metais em amostras artificialmente contaminadas e, quando possivel,
também foi utilizado material de referéncia certificado. A precisdo foi determinada em
ensaios efetuados em um mesmo dia (precisdo intra-ensaio) e em trés dias diferentes (precisao
inter-ensaio). Os métodos apresentaram bons resultados para precisao e exatidao e também
baixos limites de detec¢do. Ao final do desenvolvimento da metodologia algumas amostras

foram analisadas.
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Abstract

In this work is described the methodology developments (optimization and validation) for
direct quantification of Mn, Cu, Pb and Cr in breast milk without need of previous sample
digestion following determination by furnace graphite atomic absorption spectrometry (GF
AAS). For the development of methods for analysis of manganese and copper,
monoethanolamine and hidroximetilaminometano (TRIS) were evaluated as possible diluents
for the breast milk (being that the TRIS presented better accuracy for both metals), whereas
for chromium and lead only hidroximetilaminometano was evaluated. The optimization of the
parameters of analysis was done through multivariate optimization, which consisted of
experiments to choice of modifiers, experiments to preliminary assessment of variables
(fractional factorial design 2*') followed by a methodology surface of response (central
composite design). For all the optimizations were evaluated the best atomization and pyrolysis
temperatures, the pyrolysis time and the best modifier (permanent or associated with the
chemical modifier). The effect of the matrix was assessed in each method through statistical
tests F and t Student, and, in some cases, the aqueous calibration was possible. The sensitivity
was examined by the characteristic mass and detection limits of detection. Studies on
accuracy were made by recoveries of metals in artificially contaminated samples and, where
possible, was also used certified reference material. The precision was determined in tests
performed on the same day (intra-assay precision) and on three different days (inter-assay
precision). The methods showed good results for precision and accuracy and low limits of

detection.At the end of the development of the methods some samples were analyzed.
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1.Introducéo

O aleitamento materno ¢ um modo insubstituivel de fornecer o alimento ideal para o
crescimento e desenvolvimento saudavel de recém-nascidos e além disso, tem
importante influéncia bioldgica e emocional na satde tanto de maes quanto de criangas
(OMS/UNICEF, 1989). A alimentagdo deficiente no primeiro ano de vida ¢ o fator mais
influente de comprometimento do desenvolvimento fisico da crianga, sendo que o
sistema nervoso ¢ o mais comprometido, seguido do sistema osteomuscular (LEONE,
1999).

Uma série de fatores relacionados com os hdbitos alimentares e de vida das
maes, pode influenciar diretamente na presenca e teores de elementos essenciais e
toxicos no leite (nivel s6cio-econdmico, faixa etaria, consumo de alcool ou cigarro, tipo
de alimentacdo, entre outros). A escolha de um método analitico para determinar
elementos-traco em leite materno oferece certas dificuldades como: concentragdes
baixas na ordem de pg L™, o risco de contaminagdo durante o tratamento da amostra, a
complexidade da matriz e em muitos dos casos a quantidade de amostra disponivel ¢é
limitada (SILVESTRE et al, 2000). Assim, para este tipo de andlise torna-se importante
a utilizacdo de uma técnica que seja sensivel, se possivel ser livre de interferéncias, que
inclua um simples ou nenhum preparo da amostra, seja rapida e que tenha precisdo e
exatiddo adequadas, como por exemplo, a espectrometria de absor¢ao atomica em forno
de grafite (GF AAS). Além disso, uma das caracteristicas que apontam a técnica de GF
AAS como uma ferramenta eficaz para tal tipo de determinacdo ¢ a possibilidade de
destrui¢do in situ da matriz no interior de um tubo de grafite. A destruicdo da matriz
ocorre durante a etapa de pirdlise sem a necessidade de digestdo prévia da amostra. A

digestdo da amostra, em muitos casos, ¢ a etapa determinante da andlise, possibilitando
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a perda do analito (principalmente para elementos volateis ou quando se utiliza
temperaturas elevadas), ou o que ¢ mais comum, a contamina¢ao das amostras pelos
reagentes, da vidraria empregada e do proprio manuseio desta pelo analista.
(SILVEIRA, 2007)

Os elementos determinados em materiais bioldgicos podem ser classificados
como essenciais, ndo essenciais ¢ toxicos. Alteracdes nas concentragdes desses
elementos em fluidos e tecidos biolodgicos podem resultar em uma variedade de
condi¢cdes patologicas, e a determinagao desses metais pode fornecer informagdes para
diagnosticos e tratamentos de uma grande variedade de desordens metabolicas
hereditarias ou adquiridas. Por isso, ¢ de extrema importancia o monitoramento da
exposi¢do de grupos populacionais a poluentes ambientais e industriais de um modo
mais efetivo e constante. (TELISMAN, 1995)

Neste trabalho, métodos quimiométricos de otimizacdo como planejamento
fatorial aliado a metodologia de superficie de resposta, planejamento composto central,
foram empregados na obtencdo das condi¢des analiticas para determinagdo direta de
mangangs, cobre, cromo e chumbo em amostras de leite humano, empregando a técnica
de GF AAS.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1994) recomenda que o aleitamento
materno exclusivo, isto é, somente leite humano, seja mantido até seis meses e
complementado com outros alimentos até no minimo dois anos de idade, 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). A adequada ingestdio de minerais durante esse periodo permite o
desenvolvimento de tecidos corporais, bem como a maturacdo e funcionalidade de

varios sistemas enzimaticos. Elementos essenciais estdo envolvidos na forma de

19



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 (podem se tornar téxicos em concentragdes
elevadas). Entretanto, o leite também pode ser uma fonte de exposicdo a elementos
toxicos, que podem gerar riscos a saude, especialmente de jovens e criangas.

O leite materno representa, incontestavelmente, o melhor alimento para a crianga
nos primeiros meses de vida (VICTORA et al; 1987). A OMS, a United Nations
Children's Fund (UNICEF) e varios estudos destacam a necessidade e a importancia de
promover-se o aleitamento materno exclusivo como forma eficaz de prevenir doengas
infecciosas (gastrointestinais, respiratorias e otites médias), enterocolite necrotisante (ou
necrotizante), retocolite ulcerativa, doenga de Crohn (essas trés doengas citadas fazem
parte das chamadas Doengas Inflamatoérias Intestinais), de proteger contra alergias
tardias, diabetes mellitus insulino-dependente, sobrepeso e disfungdes cognitivas e de
favorecer o crescimento ¢ o desenvolvimento infantil (VICTORA et al., 1987).
GOUVEA (1998) reforga, ainda, a importante contribui¢io da amamentacio no
desenvolvimento da fala.

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 microclementos sdo divididos em essenciais ¢
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
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proteinas e a lactose em proporg¢des 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% estao presentes na gordura.

2. Os metais

2.1. Manganés

O manganés ¢ um soélido fragil, quebradico, ou pode apresentar-se como po-
branco-acinzentado. E um elemento amplamente distribuido na crosta terrestre, gua e
atmosfera, na forma particulada. Nao ha indicios de manganés na forma elementar livre,
na natureza. Seus minerais mais abundantes sdo a pirolusita (MnO,), manganita
(Mn,05.H,0) e hausmanita (Mn3O4). Existem outros minerais de manganés onde o
metal se encontra associado a sulfetos, carbonatos ¢ silicatos (DANA, 1969).

O manganés possui muitas aplicacdes, onde se destaca a fabricacdo de ligas de
ferro-manganés, a producdo de aco, de baterias, de palitos de fosforo, de porcelanas e de
materiais vitreos. O sulfato de manganés ¢ utilizado como fertilizante (60% do consumo
total) e como suplemento (30% do consumo total), sendo também usado na fabricagdo
de ceramicas e fungicidas, entre outros. O permanganato de potassio ¢ um p6 oxidante e
utilizado como desinfetante, agente antialgas, agente de limpeza de metais e
conservante de folhas e frutas frescas (ATSDR, 2000).

Estudos da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB),
ligada a Secretaria do Meio Ambiente do governo de Sao Paulo, normalmente
encontram valores de manganés em 4guas potaveis da ordem de 0,2 mg L. Raramente

. -1 ~
encontram-se teores maiores que 1 mg L~. Quando encontrado em concentragdes
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maiores que esta, pode causar alteragdes no sabor, tingimento de instalagdes sanitarias,
manchas em roupas lavadas, dentre outros problemas (MARTINS E LIMA, 2001).

Em humanos e animais, o manganés ¢ um nutriente essencial e desempenha
funcdo na mineralizacdo dos ossos, metabolismo de proteinas, regulagdo metabodlica,
protecdo celular de espécies de radicais livres, e sintese de glicosaminoglicanos
(WEDLER et al, 1994). Manganés pode tanto ser um componente de metaloenzimas
como também um ativador enzimdtico. Dentre as enzimas que contém manganés
podemos citar: arginase, piruvato carboxilase, ¢ manganés-superoxido dismutase
(KEEN et al, 1990; NRC, 1989; WEDLER E KLIMIS-TAVANTIZIS, 1994).
Manganés tem mostrado ser capaz de ativar numerosas enzimas com fungdo catalitica
ou reguladora, como por exemplo, transferases, descarboxilases, hidrolases (WEDLER;
KLIMIS-TAVANTIZIS, 1994). Estudos sobre a distribuigdo do manganés no
organismo mostram que os locais que apresentam as maiores concentragdes do metal
sdo os de maior atividade metabolica, como o figado e o pancreas, e os relacionados a
eliminagdo, como os rins e o intestino delgado e grosso. Em contraste, os tecidos de
baixa atividade metabolica como musculos esqueléticos, pele, bexiga, testiculos, utero,
0ssos e tiredide, apresentam menores concentracdes. Essa distribuicdo, provavelmente,
se correlaciona com a quantidade de mitocondrias do 6rgdo ou tecido, organela onde o
mangangés se acumula. Os tecidos pigmentados, como o cabelo e a pele, se sdo escuros,
tendem a acumular o manganés (OMS, 1981). Considerando o organismo total, a
remo¢dao do manganés apresenta meia vida biologica de 37 dias, sendo os 0ssos € o
cérebro os locais de eliminag¢ao mais lenta (SIQUEIRA, 1984).

Exposicdes cronicas a niveis elevados de manganés causam danos neurolégicos
permanentes. Também foi constatado, em exposi¢des cronicas a niveis bem menores,

déficits na habilidade de executar movimentos rapidos com as maos, problemas com a
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coordenacdo e com o equilibrio, acompanhado de outros sintomas como esquecimento,

ansiedade ou insonia (ATSDR, 2000).

2.2. Cobre

O cobre ¢ um metal de transicdo, avermelhado, que apresenta alta
condutibilidade elétrica e térmica, s6 superada pela prata e o ouro. E possivel que o
cobre tenha sido o metal mais antigo a ser utilizado, pois se t€ém encontrado objetos de
cobre de 8.700 a.C. Pode ser encontrado em diversos minerais ¢ em sua forma nativa, na
forma metalica, em alguns lugares. E utilizado atualmente para a produgdo de materiais
condutores de eletricidade (fios e cabos ), e em ligas metalicas como latdo e bronze.
Quando se utilizam cagarolas de cobre para a coc¢do de alimentos sdo frequentes as
intoxicagdes, devido a acdo dos acidos da comida que originam 6xidos, contaminando

os alimentos (DANA, 1969).

O cobre ¢ um elemento-trago essencial para a manuten¢dao de varios processos
biologicos, tais como metabolismo energético, homeostase de ferro e mecanismos de
prote¢do antioxidante através da atividade da cobre-zinco superdxido dismutase, da
ceruloplasmina e da metalotioneina e a quantidade diaria de ingestdo adequada para
adultos ¢ de 2,5 a 3 mg/dia (DANKS, 1995). No entanto, o cobre também participa de
reacOes oxidativas que promovem a liberagdo de radicais livres, podendo prejudicar a
integridade e a funcionalidade celular (KOURY, 2007).

O cobre ¢ componente de grande numero de proteinas e enzimas que
desempenham fungdes biolodgicas fundamentais as células e que contribuem para a
manuten¢do de sua homeostase. O cobre ¢ um metal essencial aos seres vivos, mas

também potencialmente toxico as células pela facilidade de sofrer mudancas do estado
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de oxidagdo na forma de ion livre (KOURY, 2007). O cobre contido em metaloenzimas

¢ importante no metabolismo de ferro e na sintese de hemoglobina, elastina e colageno,

o~

além de ajudar na eliminacdo de radicais livres. Cerca de 30% do cobre ingerido

o~

absorvido no intestino, ligado a albumina e transportado para o figado, onde
armazenado. A principal forma circulante de cobre ¢ ligado a glicoproteina,
ceruloplasmina, sintetizada no figado, a qual contém de 6 a 8 atomos de cobre por
molécula. Os niveis da ceruloplasmina podem aumentar grandemente em resposta a
infec¢do, ferimentos, inflamagdes cronicas ou com os hormonios esteroidais (gravidez,
algumas pilulas contraceptivas a base de estrogé€nio). O excesso de cobre ¢ excretado na
bile, sendo encontrado apenas pequenas quantidades na urina, a menos nos casos de
doengas renais. A deficiéncia de cobre se apresenta como anemia microcitica
hipocromica e neutropenia, que ¢ resistente a terapia com ferro. Criangas e recém-
nascidos com dietas deficientes em cobre tém sintese ineficaz de colageno, e podem

desenvolver doengas 6sseas (DANKS, 1995).

2.3. Cromo

O cromo ¢ um dos metais mais utilizados em atividades humanas. E utilizado na
fabricacao de ligas (que apresentam alta resisténcia a corrosao e alta dureza), tintas, fitas
magnéticas e eletrodos. E também utilizado em curtumes. Outras fontes antropogénicas
sdo a fabricacdo de cimento, a construgdo civil, a soldagem, as lampadas e o lixo
urbano. Como fontes naturais destacam-se as emissdes vulcanicas e os incéndios

florestais (DANA, 1969).1736
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O metal estd presente na natureza principalmente como Fe(CrO;),, no mineral
cromita. O cromo estd presente em plantas, mas ndo ha indicios de que seja essencial
para os vegetais. Os alimentos que apresentam maiores concentragdes de cromo s3o 0s
paes e frutos do mar. Em humanos e animais Cr (III) ¢ um nutriente essencial que
participa do metabolismo de glicose, gordura e proteina, potencializando a agdo da
insulina (ANDERSON, 1981). Ha suspeitas de que sua deficiéncia possa causar
problemas para o coracdo (FERREIRA, 2002). Uma ingestao diaria de 50-200 pg de Cr
(IIT) ¢ recomendada para adultos (ATSDR, 2000). Exposigdes excessivas ao cromo
podem causar danos que vao desde problemas nos rins a dermatites, passando por
ulceras e cancer. Suspeita-se da sua ligagdo com disfungdes cardiacas e outros
problemas (MOREIRA E BOAVENTURA, 2003; FERREIRA, 2002). Nao ¢ um
elemento cumulativo no organismo humano, e tem uma meia vida biologica de 15 a 41
horas.

O cromo encontra-se no ar como material particulado (< 20 um) com tempo de
residéncia de 10 dias. Sua concentragao na atmosfera ¢ da ordem de aproximadamente
0,1 pg m>. Em 4guas a concentracio pode chegar a 1 pg L' e em solos os valores
variam entre 2 — 60 mg Kg™'. O metal apresenta-se como Cr (III) (geralmente associado
a fontes naturais) e Cr (VI) (geralmente associado a fontes antropogénicas) (MOREIRA
E BOAVENTURA, 2003). A forma hexavalente apresenta maior toxicidade do que a
forma trivalente (FERREIRA, 2002). Alguns autores explicam este fenomeno pela
maior facilidade do Cr (VI) em atravessar a membrana celular por formar complexos
tetraédricos de estrutura semelhante aos sulfatos (MOREIRA E BOAVENTURA,

2003).
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2.4. Chumbo

O chumbo ¢ um metal cinza azulado e o mais maleavel dos metais pesados. O
chumbo é encontrado na natureza em diferentes minerais, dentre eles destaca-se a
galena, PbS. Os compostos do chumbo bivalente sdo os mais freqiientemente
encontrados na natureza (OMS, 1995).

Dentre os metais pesados, o chumbo ¢ um dos mais empregados na industria,
muito utilizado na fabricag@o de baterias, pigmentos, extrusdo a rolo, cabos e muni¢des
(ILZSG, 2007).

Os relatos sobre a intoxicacdo por chumbo vém da Grécia antiga, onde era
utilizado na confeccao de tagas, dos aqueodutos e de utensilios domésticos. Também era
costume a adi¢do de 6xidos de chumbo para a correcdo da acidez do vinho. Hipdcrates
em 370 a.C. foi quem primeiro descreveu sobre as colicas saturninas sofridas pelos
mineradores (OGA, 1996). Segundo TIMBRELL (1995), o chumbo teria contribuido
para o declinio do Império Romano, uma vez que altos teores deste metal foram
encontrados nos esqueletos humanos referentes a este periodo.

O nivel de contaminagdo dos alimentos produzidos proéximos as regides
industrializadas ¢ afetado pelas caracteristicas das industrias existentes. Os organismos
que vivem em ambiente aquatico captam e acumulam o chumbo existente na dgua e nos
sedimentos. A carga do contaminante existente nos vegetais ¢ gerada pela captagdao do
metal pelas raizes e pela deposi¢do no vegetal de matéria finamente particulada. O
chumbo pode também ser incorporado aos alimentos durante os processos de
industrializagdo, ou no preparo doméstico, especialmente quando sao utilizados

utensilios de ceramica, chumbo-cristal ou metéalicos (OGA, 1996).
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Na introdugdo pela via oral, a absor¢do ¢ pequena e ocorre ao nivel da mucosa
intestinal (intestino delgado), variando com a idade, dieta e tipo de composto ingerido.
No adulto, a absor¢ao por esta via varia de 5 a 10% da quantidade de chumbo ingerida,
enquanto que na crianga esta porcentagem pode alcancar até 50%. O mecanismo de
absor¢do do chumbo nesta regido ndo esta totalmente esclarecido, mas acredita-se que
ocorra por transporte ativo, regulado pelos mesmos mecanismos que regulam a absor¢ao
de ions, tais como calcio, ferro, magnésio e fosforo. Apesar dos carregadores
apresentarem maior afinidade de ligacdo com o chumbo, uma dieta rica em calcio ira
sempre diminuir a absor¢ao plumbica, ou seja, a interagdo entre o chumbo e o célcio é
antagonica no nivel da absor¢do intestinal (OMS, 1995; TIMBRELL, 1995).

Pode-se observar, portanto, que a dieta individual representa um fator importante
na absor¢do do chumbo pelo trato gastrointestinal. Além do cdlcio e ferro, outros
componentes da alimentacdo podem alterar a porcentagem de absor¢cdo do chumbo
(MANNAN et al., 1992; CEZARD E MAGUENOER, 1992).

A meia-vida do chumbo no sangue e tecidos moles esta na faixa de 36-40 dias
para adultos. Os ossos contém cerca de 90% do conteudo total de chumbo no
organismo, onde a meia-vida ¢ aproximadamente de 2 a 10 anos (TIMBRELL, 1995;
CEZARD E MAGUENOER, 1992).

A principal agdo toxica dos compostos inorganicos de chumbo ocorre na medula
Ossea onde interferem com a sintese do heme, fracdo ndo protéica da hemoglobina e de
outras hemeproteinas como o citocromo P450, e a mioglobina. Nessa sintese, o chumbo
inibe duas enzimas: o acido delta amino-levulinico desidratase (6 ALA-D) e a heme
sintetase. Existem evidéncias da inibicao da coproporfirina descarboxilase (COPRO-D)

e do acido delta-aminolevulinico sintetase (0 ALA-S) (OMS, 1995).
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No sistema nervoso central o chumbo, em elevadas concentragdes, pode
provocar as chamadas sindromes cerebrais organicas (SCO), que se iniciam lentamente
com irritabilidade difusa, dificuldade em novos aprendizados, dificuldade de encarar
situacdes novas. No sistema nervoso periférico, o chumbo produz desmielinizagdo e
degeneragdo dos axonios. A velocidade de condugdo nervosa ¢ afetada por niveis de
chumbo no sangue acima de 50 pg L', em exposi¢des cronicas longas. Os musculos
mais ativos sdo atingidos primeiro, mas geralmente, ndo hd comprometimento da
sensibilidade tatil. O mecanismo proposto para esta acdo neurotoxica periférica ¢ a

destruicao da bainha de mielina dos neurdnios (TIMBRELL, 1995).

3. Espectrometria de absorcao atdbmica em forno de grafite

Entre as técnicas disponiveis para a determinacdo de metais em um numero
variado de amostras, as mais comuns sdo a espectrofotometria na regido do
ultravioleta/visivel (UV/Vis), a espectrometria de absor¢do atdmica e de emissdo Optica
(AAS e OES, respectivamente), a espectrometria de massas com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), entre outras. A AAS tem como principais
caracteristicas sua especificidade, além da possibilidade de empregar como
atomizadores uma chama (FAAS) que normalmente trabalha com concentragdo de
analito na faixa de mg L' ¢ o forno de grafite (GF AAS), que usualmente determina
concentragdes na faixa de pg aong L™

No caso da GF AAS, os principais atrativos sdo, além de sua especificidade pela
utilizagdo de uma fonte de radiagdo especifica para o analito, alta sensibilidade, pequeno
volume necessario de amostra (usualmente da ordem de 1 a 100 pL) e possibilidade de

eliminar a matriz diretamente na etapa de pirdlise. Esta técnica tem como outra
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vantagem sobre as demais o fato de permitir trabalhar com amostras liquidas, sélidas,

suspensoes e gases (hidretos e vapor frio de mercurio) (WELZ E SPERLING, 1999).

3.1. Modificadores quimicos

Para influenciar os processos que ocorrem no atomizador de modo desejavel, na
técnica de GF AAS, podem ser empregados reagentes denominados modificadores
quimicos. Esses sdo solucdes de substancias adicionadas em conjunto com a amostra no
tubo de grafite que auxiliam na retencdo do analito em elevadas temperaturas durante a
etapa da pirdlise, removendo concomitantes da matriz e/ou auxiliando a formagao
adequada da nuvem atomica do analito.

O termo modificador de matriz foi introduzido em 1974 por EDIGER,
PETERSON ¢ KERBER (1974 apud PINTO, 2004) (hoje denominado modificador
quimico) apo6s a realizagdo de um estudo que tinha como objetivo determinar Pb em
agua do mar. Essa determinagdo ¢ prejudicada pois o Pb volatiliza-se em temperaturas
acima de 500 °C, e o NaCl s6 ¢ eliminado em temperaturas acima de 1000 °C. A adigio
de NH4NO; em excesso (mg L") da inicio a uma reagdo espontinea com o NaCl
formando NaNO; e NH4Cl, os quais se volatilizam abaixo de 300 °C. Mantendo a
temperatura de pirolise em 400 °C, o autor conseguiu eliminar o interferente, sem
perdas do analito. A partir deste estudo, centenas de outros t€ém sido propostos, com
substancias diversas que tém essa fun¢do de aumentar a volatilidade da matriz. Por
outro lado, o modificador pode atuar também sobre o analito formando um composto
com este, que diminua sua volatilidade e, deste modo, permita o uso de temperaturas

altas na etapa da pirdlise para eliminar interferéncias da matriz sem perder o analito.
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Desde entdo, um grande niimero de substancias quimicas t€m sido citadas na
literatura para atuar como modificador quimico. Elementos metalicos como Cu, Ni, La,
Pd e Mg, entre outros, t€ém sido empregados com este proposito. Uma mistura de nitrato
de Pd e Mg tem sido recomendada como modificador quimico universal para cerca de
21 analitos (WELZ et al, 1992).

Um bom modificador deve ter uma série de caracteristicas, tais como: estabilizar
o analito até pelo menos 1000 °C, ser raramente determinado (para evitar contaminagio
cruzada), ser o mais universal possivel, ndo diminuir o tempo de vida do tubo de grafite,
ndo causar alta absor¢do de fundo e ndo afetar negativamente a sensibilidade. Uma outra
alternativa interessante ¢ o uso de modificadores permanentes. Nesse caso, uma
determinada massa de modificador ¢ depositada sobre a superficie de grafite e ai fixada

por um programa de temperatura especifico (CAMPOS, 2000).

3.2. Modificadores permanentes

O termo modificador permanente foi introduzido por SHUTTLER et al. (1992),
que depositaram no interior do tubo de grafite 50 ug de Pd + 50 ug de Ir para captar
hidretos de As, Bi e Se. Com este tratamento foi possivel a obtencdo de 300
determinagdes com o mesmo tubo de grafite.

Modificadores permanentes podem ser obtidos por deposicdo térmica do metal
sobre a superficie da parede do forno ou da plataforma, através de introducdes
consecutivas de uma solucdo do reagente modificador no interior do tubo, seguidas de
um programa de aquecimento especifico. Outra alternativa ¢ a eletrodeposi¢do do
elemento. A modificacio da plataforma desta ultima forma (eletrodeposi¢do ou

sputtering) ndo ¢ tao eficiente como ocorre com a deposicao térmica. Nos processos de
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sputtering a superficie do grafite fica completamente coberta com o metal nobre nao
ficando sitios de carbono ativo disponiveis para promover a redugdo dos oxidos do
analito em atomos livres. Isso inibe a formagdo de composto intermetalico e/ou solugao
solida entre o analito e o metal nobre — modificador aumentando as perdas por
volatilizagao do analito.

Os elementos preferidos para a aplicagdo como modificador permanente sao
aqueles do grupo da platina (Pt, Ir, Ru, Rh), além daqueles elementos formadores de
carbetos (principalmente Zr, Nb, Ta e W). A escolha por esses elementos leva em conta
os seus altos pontos de fusdo (entre 2400 e 3300 °C) o que possibilita o uso de elevadas
temperaturas de atomizagdo e limpeza sem a perda do modificador, caracteristica do
termo permanente. (WELZ e SPERLING, 1999). Entre os principais atrativos do uso de
modificador permanente pode-se citar:

* ndo necessita ser um sal de alta pureza, porque ele sera descontaminado durante

a deposi¢do, ao contrario do que ocorre com o modificador convencional que ¢é

introduzido junto com a amostra;

e curto tempo de programa de temperatura pois ndo hé necessidade da introducao

e secagem do modificador;

* menor custo de analise, uma vez que o modificador ndo ¢ de elevada pureza;

* melhora o limite de detec¢do, uma vez que ele ¢ limpo “in situ” durante a
deposicao;

* geralmente atua com maior eficiéncia na destrui¢do da matriz na etapa de
pirodlise;

* climina ou minimiza interferéncias atenuando a absor¢ao de fundo em relagao ao

modificador convencional;
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* pode permitir a andlise de algumas matrizes complexas diretamente sem
digestao;
e protege o tubo de grafite, aumentando consideravelmente sua vida 1til (SILVA,

2000).

Foi observado que o uso de iridio, de rodio e de suas misturas, na forma de
modificador quimico permanente, mostrou ser eficiente na determinacdo de prata,
arsénio, bismuto, cddmio e antimdnio em amostras certificadas de agua e de tecido de
ostra, apresentando valores em concordancia com os valores certificados (SILVA et al.,
1998). Posteriormente, o ruténio foi investigado e se mostrou uma excelente opgao para
atuar como modificador permanente, mesmo em meios extremamente agressivos ao
tubo de grafite como ¢ o caso da agua régia, onde o tubo teve uma vida superior a 1800
determinagdes (SILVA et al., 1999), como também, por outro lado, em meio
extremamente basico, que ¢ o caso de amostras bioldgicas submetidas a solubilizagdo
alcalina com hidroxido de tetrametilamonio (TMAH) (SILVA et al., 2003). Tungsténio
como modificador permanente foi utilizado na analise de chumbo em amostras de
vinagre por OLIVEIRA et al. (2007) com co-inje¢ao de Pd(NOs), + Mg(NOs), obtendo-
se uma massa caracteristica e um LOD de 40 pg ¢ 0,4 pg L™, respectivamente.
FARINAS et al. (2007) utilizaram tubos de grafite com plataformas cobertas com
alguns modificadoras permanentes (como W, Ir, Ru, W+Ir e W+Ru) que foram
comparativamente estudados em relagdo a misturas comuns de modificadores quimicos
[Pd-Mg(NOs3), e (NH4)H,PO4—Mg(NOs3),] na determinacdo de Cd em destilado a base
de bagaco de oliva (orujo spirit samples), conseguindo-se melhores resultados para W
com LOD de 0,01 pgL™". O ndo uso de modificador, iridio, ruténio, rédio e zirconio
(independentemente, 500 pg) foram testados na determinagdo de Al, Cd, Cr e Pb em

amostras de 4agua potavel apresentando melhores resultados para o uso de Rh na
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determinagdo de cadmio e cromo e, para o uso de Zr, na determinagdo de chumbo e
aluminio (PEREIRA et al, 2004). FLORES et al. (2004) demonstraram a potencialidade
do uso de Zr na modificagdo permanente da plataforma de L'Vov, empregada em
condi¢des drasticas (4 mol L' HNO3) na determinagdo de litio, com bons resultados de
precisdo (RSD < 9%) e exatiddo apods 480 ciclos de aquecimento.

BARBOSA JR. et al. (2004) determinaram cromo em urina utilizando tubo de
grafite modificado por eletrodeposicao de tungsténio, obtendo bons resultados e com
800 queimas de vida util do tubo. Resultados satisfatorios foram obtidos empregando-se
ruténio como modificador permanente na determinacdo direta de cobre e cromo em
urina (MAGALHAES et al., 2002). Para determinacio exata de selénio em urina, uma
mistura de zirconio e rédio, com co-injecao de rédio, foi aplicada com sucesso (PINTO

et al., 2005).

4. Quimiometria

A quimiometria pode ser definida como a aplicagdo 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 (MASSART et
al., 1998). Conforme o objetivo do estudo, a quimiometria pode ser dividida em
algumas areas muito aplicadas atualmente como: processamento de sinais analiticos,
planejamento e otimizagdo de experimentos, reconhecimento de padrdes e classificacio
de dados, calibragdo multivariada, métodos de inteligéncia artificial, dentre outras.

E comum em otimiza¢des de técnicas analiticas como GF AAS a necessidade de
se avaliar a sensibilidade que ¢ afetada por alguns fatores. Como investigar os efeitos de

todos esses fatores minimizando-se o trabalho necessario € o custo dos experimentos?
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Usando planejamentos experimentais baseados em principios estatisticos, 0s
pesquisadores podem extrair do sistema em estudo o maximo de informagdo util,
fazendo um nimero minimo de experimentos (NETO et al, 2003).

Planejamentos experimentais sdo usados para obter um método com
caracteristicas desejaveis de maneira eficiente. Isso significa entender o efeito dos
fatores (planejamento fatorial) e modelar a relacdo entre Y e X (metodologia de

superficie de resposta) (MASSART et al., 1998).

4.1. Planejamento Fatorial

Um planejamento fatorial ¢ executado com o interesse em se determinar as
variaveis experimentais e as interagdes entre varidveis que tém influéncia significativa
sobre as diferentes respostas de interesse.

Apoés selecionar as variaveis que sdo possiveis de serem estudadas e que
provavelmente interferem no sistema, é preciso avaliar a metodologia experimental
(tempo, custo, etc.). As varidveis que nao foram selecionadas devem ser fixadas durante
todo o experimento.

Em uma etapa seguinte, deve-se escolher qual planejamento usar para estimar a
influéncia (o efeito) das diferentes varidveis no resultado realizando um numero
reduzido de experimentos. No estudo de triagem, as interagdes entre as varidveis
(interagdes principais) e de segunda ordem, obtidas normalmente pelos planejamentos
fatoriais completos ou fracionarios, sdo de extrema importancia para a compreensao do

comportamento do sistema.
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4.2. Planejamento fatorial fracionario

O planejamento fatorial completo necessita de 2° experimentos para sua
execucao, portanto, sua principal desvantagem ¢ o aumento no niimero de experimentos
que devem ser realizados a cada fator adicionado ao estudo (TEOFILO e FERREIRA,
2006). Se considerarmos (e observarmos) que os efeitos de altas ordens, principalmente
para planejamentos com k > 4, sdo quase sempre ndo significativos e a realizacdo de
ensaios para estimar tais efeitos de interacdo pode ser irrelevante. Desta maneira, com
um numero menor de experimentos, ¢ possivel obter informacdes daqueles efeitos mais
importantes e retirar, na maioria das vezes, as mesmas conclusdes caso fosse realizado
um fatorial completo. Os planejamentos que apresentam estas caracteristicas sdo
conhecidos como planejamentos fatoriais fraciondrios. Enquanto um planejamento
fatorial completo com quatro variaveis (2*) utiliza 16 experimentos, um planejamento
fatorial fracionario com o mesmo numero de variaveis (2*') faz o uso de oito

experimentos (fatorial de meia fragdo).

4.3. Metodologia de superficie de resposta

Apoés a realizagdo dos experimentos de triagem, os fatores significativos sdo
selecionados e uma metodologia de andlise de superficie de resposta pode ser executada
para otimizagdo do experimento. Neste sentido, otimizar significa encontrar os valores
das variaveis que irdo produzir a melhor resposta desejada, isto €, encontrar a regido
6tima na superficie definida pelos fatores (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

A metodologia de superficie de resposta baseia-se na constru¢do de modelos

matematicos empiricos que geralmente empregam funcdes polinomiais lineares ou
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quadraticas para descrever o sistema estudado e, conseqiientemente, dao condi¢des de
explorar (modelar e deslocar) o sistema até sua otimizagao.

Um planejamento experimental construido para estimar coeficientes, segundo
algum modelo aproximado, deve reunir certos critérios desejaveis, sendo os principais:
proporcionar boas estimativas para todos os coeficientes, exigindo poucos
experimentos, e fornecer condigdes de avaliacdo dos coeficientes ¢ do modelo, ou seja,
da regressao e da falta de ajuste (MYERS e MONTGOMERY, 2002).

Os planejamentos composto central, do inglés, “Central Composite Design”
(CCD) possivelmente sdo as classes de planejamentos mais utilizadas para ajustar
modelos quadraticos, visto que apresentam todos os critérios descritos acima, dentre

outros (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

4.3.1. Planejamento composto central

Os planejamentos composto central foram apresentados como uma evolucao dos
planejamentos 3°. Outras vantagens, como rotabilidade e blocagem ortogonal, além do
pouco numero de ensaios, foram obtidas devido a presenga das seguintes partes no
planejamento:

1) um planejamento fatorial completo de dois niveis, podendo ser usado ainda, um
planejamento fatorial fracionario de dois nivesis;

2) experimentos no ponto central, isto €, X; = 0 para todo i;

3) experimentos nos pontos axiais em que X;j = £ 0, COM Xj # Xj, € 00 = V2% . Estes
pontos sdo situados nos eixos do sistema de coordenadas com distdncia + o da
origem e formam a parte estrela do planejamento (MYERS e MONTGOMERY,

2002).
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A Figura 1 ilustra os pontos experimentais no sistema de coordenadas definidas

pelos eixos X;.

Xs a
®
*1 P 9
0 & & )
1 3 &
[ ]
- ) I \u

Xa

X
Figura 1 — Planejamentos compostos centrais: (a) dois e (b) trés fatores.
Fonte: NETO et al, 2003
Para constru¢do de um planejamento CCD ¢ necessario definir o nimero de
variaveis a serem estudadas (k), qual planejamento fatorial serd empregado (completo 2
ou fracionario 2°”) e quantos experimentos serdo realizados no ponto central (2k). O
numero de experimentos a ser realizado ¢ dado por 2°+2k+1. A Tabela 1 apresenta as

matrizes de planejamento para 2 e 3 variaveis.
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Tabela 1 — Matrizes dos planejamentos compostos centrais com duas e trés varidveis

Planejamento CCD - 2°

Planejamento CCD - 2°

X X, X4 X2 X3
-1 -1 -1 -1 -1
1 -1 1 -1 -1
Planejamento fatorial
-1 1 -1 1 -1
1 1 1 1 -1
Planejamento fatorial
-1 -1 1
0 0 Ponto central 1 -1 1
-1 1 1
-0 0 1 1 1
o 0
Pontos axiais
0 -0 0 0 0 Ponto central
0 o
-0 0 0
o 0 0
0 -0l 0
Pontos axiais
0 o 0
0 0 -0
0 0 o

Fonte: (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

Observe que neste tipo de planejamento, os niveis a (o mesmo vale para

qualquer valor codificado x;) necessitam ser decodificados para os valores

experimentais dos niveis das varidveis a serem estudadas e para isso utiliza-se a

Equagdo I:
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em que x; € o valor codificado do planejamento CCD, z; o valor experimental do nivel,

z o valor médio entre os niveis mais (+) e menos (-), que ¢ exatamente o valor do nivel
zero (0) e Az é a diferenca entre os niveis mais (+) ¢ menos (-) (TEOFILO e

FERREIRA, 2006).

5. Validacé&o analitica

Entende-se por validacdo analitica um conjunto de parametros a serem avaliados
para comprovagao, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos
para uma aplicacdo ou usos especificos pretendidos foram atendidos (NBR ISO
9000:2000). Dentre esses parametros, chamados pardametros de mérito, destacam-se:
linearidade, seletividade, sensibilidade, limites de detec¢do e quantificagdo, exatidao e

precisao.

5.1. Linearidade

Linearidade ¢ a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito em amostras, em uma dada
faixa de concentragdo (INMETRO, 2003). A linearidade de um método analitico pode
ser observada pelo grafico dos resultados dos ensaios em func¢do da concentragdao do

analito ou entdo calculados a partir da equagao da regressao linear (Equagdo 2).

y=ax+b )

Onde:
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y = resposta medida (absorvancia, altura ou area de pico, etc);
X = concentragao;
a = inclinac¢do da curva de calibragdo

b = interse¢do com o eixo y, quando x=0.

A avaliagdo da linearidade pode ser feita através do coeficiente de correlagio
linear (r) ou do coeficiente de determinagdo (R?). Um R? proximo da unidade revela que
o método possui uma boa linearidade na faixa de concentragio estudada. Valores de R*

maiores que 0,99 sao usualmente requeridos.

5.2. Seletividade — Interferéncia de matriz

Uma amostra, de maneira geral, consiste dos analitos a serem medidos e da
matriz, que pode possuir interferentes. A seletividade estd relacionada ao evento da
detec¢do. Um método que produz respostas para apenas um analito ¢ chamado
especifico. Um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode
distinguir a resposta de um analito da de outros, ¢ chamado seletivo (INMETRO, 2003).

A medi¢do pode ser alterada porque os reagentes, matriz da amostra ou outros
componentes, alteram a sensibilidade do detector que mede o analito de interesse ou
porque esses compostos afetam diretamente a resposta (INMETRO, 2003).

A curva de calibragdo aquosa do instrumento, ou seja, com os padroes
preparados em agua, relaciona a resposta do aparelho com a massa do analito, sem levar
em conta a interferéncia da matriz, ja a curva de calibragdo por adicdo de analito a
matriz visa eliminar interferéncia da matriz e de outras etapas do método (INMETRO,

2003).
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O efeito da matriz pode ser testado comparando-se as inclinagdes das curvas de
calibragdo do instrumento, sem a matriz (aquosa), com a curva de calibragdo por adi¢ao
de analito a matriz. O INMETRO recomenda curvas de calibracdio com sete pontos
igualmente espagados entre si. Se as inclinacdes destas duas curvas de regressao linear
forem estatisticamente iguais pode se dizer que ndo ha efeito de matriz consideravel.

O teste ¢ realizado construindo-se trés curvas de calibragdo aquosa e trés curvas
de calibracdo por ajuste de matriz, com leituras em triplicata. A analise dos dados

consiste em aplicar um teste F, para verificar se as variancias das inclinagcdes podem ser

consideradas estatisticamente iguais, pela Equagao 3:

2
_5

F 3)

2
S

2 2 ~ A . . . ~ . A .
Onde S1 c S2 Sao0 as variancias de Cada lnChnagaO, com a mailor variancia no numerador.

Ao mesmo tempo, obtém-se o valor de F' tabelado, com (n;-1) graus de liberdade no
numerador e (n;-1) graus de liberdade no denominador; usualmente, adota-se um nivel

de confianga de 95%. Tém-se dois casos:

(1) se o F calculado < F tabelado, a matriz ndo tem um efeito importante sobre a
precisao do método na faixa de concentragao em estudo. Nesse caso, os desvios-padroes
dos grupos de testes podem ser agrupados e a significancia das diferencas das médias
dos dois conjuntos de amostras pode ser testada com a distribui¢do ¢ de Student, pela

aplicacao das Equagoes 4 e 5:

“4)

ZLcalculaa’o

5% = ~ (5)
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Onde:

x_1 e x_2 = médias das inclinagdes dos dois tipos de curvas (aquosa e ajuste de matriz)
na mesma faixa de concentracgao,

sl2 e S§ = variancias das inclina¢des dos dois tipos de curvas e

n; = ny =3 (trés curvas, trés inclinagdes).

O valor de ¢ jupeiado € Obtido a partir da tabela da distribuicdo de Student para (n;
+ np — 2) graus de liberdade e a confianca desejada. Para avaliagdo basta comparar os
valores de t; se teajculado < tiabelado Significa que as inclinag¢des dos dois tipos de curvas sao
estatisticamente iguais e nao ha efeito de matriz consideravel, caso contrario, ha efeito
de matriz. Quando ndo houver efeito de matriz consideravel toda a determinacdo do

analito pode ser feita com calibracao aquosa.

(1) se o F calculado > F tabelado, a matriz tem um efeito importante sobre a
precisdo do método na faixa de concentracdo em estudo e as varidncias podem ser
consideradas diferentes. Sendo assim, o efeito de matriz ¢ responsavel pela diferenga de
precisdo entre os dados dos dois tipos de curvas. Logo, pode se considerar que ha efeito

de matriz e a calibragdo por ajuste de matriz deve ser utilizada.

5.3. Limite de deteccéo

Limite de deteccao (LOD) ¢ a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as

condigdes experimentais estabelecidas (SKOOG, 2002).
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No caso de técnicas instrumentais (HPLC, GC, AAS), a estimativa do limite de
detec¢do pode ser feita com base na relagdo de 3 vezes o ruido da linha de base
(ANVISA, 2003). Pode ser determinado pela Equacdo 6 (ANVISA, 2003):

Lop =% (6)
a

Onde:

S = desvio padrao obtido a partir de 10 leituras consecutivas do primeiro ponto da
curva de calibragao por adi¢do de analito a matriz;

a = ¢ ainclinacao da curva de calibragao.

5.4. Limite de quantificacao

Limite de quantificagdao (LOQ) ¢ a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condigdes
experimentais estabelecidas (SKOOG, 2002). Pode ser expresso pela Equacao 7

(ANVISA, 2003):

LOQZIOxS

(7
Onde:

S = desvio padrao obtido a partir de 10 leituras consecutivas do primeiro ponto da
curva de calibracdo por adi¢do de analito a matriz;

a = inclinagao da curva de calibragao.
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5.5. Precisao

A precisdo ¢ a avaliagcdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A repetibilidade do
método ¢ verificada por no minimo trés concentracdes, baixa, média e alta,
contemplando o intervalo linear do método, realizando-se sete determinagdes por
concentragdo. A precisdo deve ser determinada em ensaios efetuados em um mesmo dia
(precisdo intra-ensaio) e em no minimo trés dias diferentes (precisdo inter-ensaio).

A precisdo intra-ensaio pode ser expressa como desvio padrao relativo (RSD) ou

coeficiente de variagdo (CV%), segundo a Equagao 8:
S
CV%im ra — ensaio — ? X 100 (8)

onde:

s = desvio padrdo das concentragdes de sete determinagdes feitas num mesmo dia;

C = concentra¢do média determinada.
A precisdo inter-ensaio ¢ calculada de forma semelhante (Equagdo 9), porém o
desvio padrdo ¢ calculado a partir de trés valores (médias dos trés dias de analise)

totalizando um numero de 21 determinagdes (n=21).

CV Yo intra - emsaio = = x 100 )
C

onde:

s = desvio padrdo das médias das concentragdes de trés dias diferentes;

C = concentra¢do média determinada entre trés dias.
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Os limites aceitaveis variam de acordo com a concentragdo: 100 ppb — 15%; 20

ppb —21% e 1 ppb —30% (AOAC, 1993).

5.6. Exatidao

Exatidao do método ¢ definida como sendo a concordancia entre o resultado de
um ensaio e¢ o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. A
exatiddo, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa
combinacao de erros aleatorios e sistematicos (tendéncia) (INMETRO, 2003).

A tendéncia pode ser expressa como recuperacao analitica (valor
observado/valor esperado). A tendéncia deve ser corrigida ou demonstrada ser
desprezivel, mas em ambos o0s casos, a incerteza associada com a determinacdo da
tendéncia permanece como um componente essencial da incerteza global (INMETRO,
2003).

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao,
entre outros: uso de materiais de referéncia, participagdio em comparagdes

interlaboratoriais e realizagdes de ensaios de recuperacao (INMETRO, 2003).

5.6.1. Materiais de referéncia certificados

Sempre que possivel, os materiais de referéncia certificados devem ser utilizados
no processo de validacio de um método de ensaio. Um material de referéncia

certificado (MRC) possui um valor de concentracdo e uma incerteza associada. E muito
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importante, portanto, que o fornecimento desses MRC seja realizado por organismos
reconhecidos e confidveis (INMETRO, 2003).

O uso correto dos MRC consiste na sua analise para avaliar o desempenho do
laboratdrio. Quando o valor obtido ndo estiver dentro do intervalo da incerteza indicado
para o valor certificado, o laboratério deve procurar as causas desse desvio e tentar
elimina-las ou aceitd-las, dependendo do rigor definido para os resultados (INMETRO,

2003).

5.6.2. Recuperacao

O guia EURACHEM (1998) define recuperacdo como “a fracdo do analito
adicionada a uma amostra teste antes da analise”. Tendo analisado amostras
fortificadas e ndo fortificadas, a porcentagem de recuperagdo é calculada como se segue

(Equacao 10):
Recuperagdo (%) = (CFCT#J x100 (10)

Onde:
CF = concentrac¢do do analito na amostra fortificada;
CU = concentracao do analito na amostra ndo fortificada;

CA = concentragdo do analito adicionada (concentragdo tedrica).
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6. Materiais e métodos

6.1. Material

6.1.1. Equipamentos e acessorios

Foi utilizado o espectrometro de absorcdo atomica com forno de grafite (GF

AAS), modelo SpectrAA - Zeeman 220, da Varian® (Victoria, Australia), equipado

com amostrador automatico (PSD — EL 98013384 ZC) e corretor de fundo Zeeman,

todos da Varian®: localizado na Faculdade de Farmacia, Laboratorio de Toxicologia

Ocupacional. Em todas as analises por GF AAS foi utilizado como gas de purga o

argoénio N50 da Air Liquide® (Contagem, MG, Brazil), com grau de pureza de
99,999%. Como solucdo de lavagem do amostrador automatico foi utilizado Triton X-
100 0,1% (v/v) em acido nitrico 0,2% (v/v) para limpar e evitar a adsorcao de analitos
na superficie do frasco e entupimento no capilar do amostrador. Também foram
utilizadas micropipetas regulaveis de 20 a 200 puL e 100 a 1000 uL. da Thermo
scientific/Finnpipette® (Vantaa, Finlindia) empregadas no preparo de solugdes. Apesar
do fabricante do espectrometro recomendar leituras em altura de pico para os quatro
metais analisados, no caso de cromo e cobre foi possivel utilizar leituras em area de pico
(a sensibilidade em altura e area foram semelhantes). Para chumbo e manganés as
medidas foram realizadas em altura de pico. Lampadas de catodo oco mono-elementares
de Cr, Cu e Mn da IST (Imaging & Sensing Technology, Horseheads, NY) e de Pb da
Varian foram utilizadas, operando conforme Tabela 2. Tubos de grafite pirolitico da
Varian com e sem plataforma (63-100023-00 e 63-100024-00 — tubo com plataforma e

63-100012-00 tubo sem plataforma, Alemanha) foram usados em todos os estudos.

Tabela 2 — Parametros instrumentais e condigdes operacionais para o GF AAS
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Parametro Mn Cu Cr Pb

Comprimento de onda (nm) 279,5 3274 357,9 2833
Fenda (nm) 0,2 0,5 0,5R* 0,5

Corrente (mA) 15 10 7 10

*R quer dizer que a altura da fenda ¢ reduzida

6.1.2. Reagentes e vidraria

Acido Nitrico 65% m/m Suprapur® da Merck (Darmstadt, Germany) foi usado.
Solucdes de hidroximetilaminometano (TRIS) a 80% v/v e monoetanolamina (MEA) a
20% v/v foram preparadas a partir de dilui¢do apropriada dos reagentes puros da Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brazil), com posterior ajuste do pH para 8 (pH em que ndo
ocorre corrosao do tubo de grafite) com acido citrico p.a. da Cinética Reagentes e
Solugdes (Sao Paulo, SP, Brazil). Solu¢des de referéncia para calibracdo foram feitas
partindo de solucdes padrao estoque de cada metal na concentragdo de 1000 + 0,002 mg
L' (Titrisol — Merck) em HNO3 5% v/v.

Para os modificadores, solucdes padroes de W, Rh, Ir, Ru e Pd a 1000 mg L!
(Titrisol — Merck), e solugdes de Ti, Nb ou Ta a 1000 mg L™, preparadas a partir dos
sais, foram usadas.

Solugdo de limpeza do amostrador automatico preparada para conter 0,1% (v/v) de
Triton X-100 (Merck) em 0,2% (v/v) de acido nitrico foi usada para evitar entupimento
do capilar do amostrador devido a adsor¢do do analito e da matriz.

Toda vidraria utilizada na otimizagdo, validacdo e determinagdo dos elementos em

leite materno foi previamente submetida a descontaminagdo em solucdo de acido nitrico
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20% v/v, por no minimo 24h e posteriormente enxaguada, no minimo trés vezes, com

agua deionizada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).

6.1.3. Materiais de referéncia

Material de referéncia certificado Infant formula NIST® 1846 foi utilizado para
verificar a exatiddo nas analises de cobre e manganés, enquanto que para chumbo,
sangue certificado da Bio - Rad (Laboratories, Lyphochek® - Metals Blood Control,
Irvine, CA, USA) foi usado. Para cromo, urina certificada da Bio - Rad Laboratories
(Lyphochek® - Metals Urine Control - 69081, Irvine, CA, USA) foi utilizada como

material de referéncia certificado.

6.2. Tratamento do tubo de grafite com modificadores
permanentes

As plataformas de L’vov (Figura 2) foram tratadas com tungsténio, rodio, iridio,
ruténio, tantalo, titdnio e nidbio como modificadores permanentes. O tratamento
consistiu em aplicar sobre a plataforma do forno de grafite 40 pL de solugdo 1,0 g L™
do metal com posterior aquecimento do forno de grafite em um programa de tratamento
especifico (Tabela 3). Sendo este procedimento repetido por 13 vezes, totalizando 520
pg do metal, seguido por 13 injegdes de 40 pL de agua deionizada para limpeza in situ

da plataforma (SILVA et al., 1998; SILVA et al., 1999).
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Figura 2 — Vista de um tubo com plataforma de L.’vov no momento da deposi¢do de uma
solucdo.

Tabela 3 — Programa de temperatura do forno para tratamento da plataforma de grafite
com modificadores permanentes

Etapa Temperatura Rampa Tempo de Fluxo de Argdnio Estagios
(°C) (s) permanéncia (s) (L min™)

1 50 10,0 - 3,0 Secagem
2 95 20,0 - 3,0
3 120 10,0 - 3,0
4 1000 5,0 20,0 3,0 Pirdlise
5 2000 1,0 0,1 0 Atomizagao
6 2000 - 2,0 3,0 Limpeza

6.3. Amostras e tratamento de amostras

Amostras de leite materno foram obtidas em parceria com a Maternidade Odete
Valadares (Belo Horizonte, MG). As amostras foram coletadas e estocadas em frascos
de vidro hermeticamente fechados e mantidas em freezer a -10°C. Antes do uso as
amostras foram retiradas do freezer para atingirem a temperatura ambiente. O Unico

tratamento das amostras foram diluicdes com reagentes apropriados, abaixo descritas.
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As dilui¢des foram de 1:1 para as analises de cromo, chumbo e manganés e de 1:10 para
as analises de cobre.

SANTOS et al. (2002) desenvolveram uma alternativa aos procedimentos para
estabilizacdo das suspensoes de leite usando o reagente CFA-C, uma mistura de aminas
terciarias sendo o MEA e o TRIS seus principais componentes, (NOBREGA et al.,
1997; MCKINSTRY et al., 1999) e Triton X-100 (HUA et al., 2000). Neste estudo
foram propostas duas misturas: monoetanolamina (MEA) + 4cido citrico e
hidroximetilaminometano (TRIS) + &cido citrico. Uma vantagem do uso desses
reagentes ¢ o menor custo comparativamente a mistura comercial de aminas. Estes
reagentes e concentragdes foram selecionados com base nos trabalhos de SANTOS,
2002.

Uma amostra foi aleatoriamente selecionada para os estudos de otimizagdo e

validagdo dos métodos (amostra referéncia).

7. Estratégia de otimizacdo das condi¢cdes analiticas

A otimizagdo das condigdes analiticas para todos os metais analisados foi
semelhante. Amostras diluidas de acordo com o item 7.3 foram preparadas e
adicionadas do analito para uma concentracdo recomendada pelo fabricante para gerar
uma absorvancia proxima de 0,2 unidades (cada analito requer uma concentragdo
diferente, esta concentragdo sera indicada quando da discussao dos resultados).

Em primeiro lugar, temperaturas e tempos de secagem foram otimizados, partindo-
se das condi¢cdes recomendadas pelo fabricante, até que ndo fosse observado
borbulhamento da amostra dentro do forno de grafite. A secagem deve ser efetiva para

se evitar perdas do analito, obstrucdo da passagem da radiagdo eletromagnética (por
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presenga de goticulas da amostra nas lentes) além de evitar a corrosdo do equipamento
por projecao de goticulas da amostra nas partes metalicas do equipamento.

Em seguida, foram realizados testes com modificadores permanentes (para o
chumbo a co-injecdo de modificador quimico em solugdo também foi avaliada) bem
como a condi¢do sem modificador usando as condi¢gdes recomendadas pelo fabricante
do equipamento para escolha de dois modificadores (para serem utilizados em um
planejamento fatorial fracionario de dois niveis) que apresentassem melhor desempenho
(maior sensibilidade, menores absor¢do de fundo e adequado desvio padrao relativo de
triplicatas de leitura).

A partir de entdio, planejamentos fatoriais fracionados (2*") foram realizados para
avaliacdo preliminar das varidveis temperaturas de pirolise e atomizacdo, tempo de
pirélise e modificador. Por fim, as varidveis numéricas que foram significativas na
avaliacdo preliminar foram refinadas em planejamentos composto central para
determinagdo das condi¢des Otimas.

Os dados experimentais foram processados usando o programa de computador

STATISTICA 6.0 para Windows (StaSoft, 2001).

8. Estratégias de Validacao

8.1. Procedimentos

Os procedimentos adotados para valida¢ao sdo mostrados a seguir:

a. Foi preparada uma curva de calibragdo aquosa em HNOs 2% v/v e uma
curva por ajuste de matriz, utilizando a amostra referéncia, seguindo as

dilui¢des propostas para cada analito conforme descrito no item 7.3. As
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curvas foram preparadas de forma a conter sete pontos igualmente
espacados entre si, como por exemplo, 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 ug
L'l;

b. Foram preparadas sete solu¢cdes do menor ponto da curva de calibracdo
por ajuste de matriz + sete solu¢des de um valor intermediario + sete
solucdes de um valor alto todos dentro da curva de calibragdo. Os valores
de concentracdo destas solugdes foram igualmente espagados entre si,
como por exemplo, em uma curva de calibragio de 0 a 3,0 pg L os
valores de concentracdo seriam 0,5; 1,5 ¢ 2,5 ug Lt

c. Foram preparadas trés solucdes do branco da amostra referéncia.

d. Para o material de referéncia certificado disponivel, foi feita dilui¢do
apropriada para obter uma concentragdo proxima ao centro da curva de
calibragao;

e. Foram repetidos os itens de a) a ¢) por mais duas vezes, sendo que na
terceira repeticdo o menor ponto da curva foi preparado dez vezes de
forma que o desvio das medidas foi utilizado nos célculos dos limites de

deteccao e quantificagao.

As leituras foram feitas em ordem aleatoria para evitar erros sistematicos
principalmente devido a perda de sensibilidade do tubo de grafite durante a andlise.
Apenas os trés brancos da amostra referéncia foram lidos em ordem especificada

(inicio, meio e fim da andlise).
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8.2. Calculo dos parametros de mérito

Foram calculados a média e o desvio padrdo das inclinagdes das curvas de
calibragdo dos trés dias. Os valores foram comparados utilizando testes estatisticos F e t
de Student a fim de verificar uma possivel diferenga estatistica entre as inclinagdes para
um nivel de confianga de 95%. Sem diferenca significativa, conclui-se que nao ha efeito
de matriz consideravel e adota se a curva de calibragdo aquosa para céalculo dos outros
parametros de mérito. Caso contrario, a curva por ajuste de matriz deve ser utilizada.

Com as absorvancias das sete solugdes nos trés niveis avaliados no primeiro dia,
foram realizados os célculos das recuperacdes e respectivos desvios padrao de acordo
com o item 6.6.2. Com os mesmos dados foram calculadas as precisdes intra-ensaio de
acordo com o item 6.5 sempre descontando a absorvancia média dos trés brancos
preparados.

Com os dados do segundo e terceiro dia foram calculadas as concentragdes médias
de cada nivel avaliado para estimar a precisao inter-ensaio (item 6.5). Com os valores de
absorvancia das dez solu¢des do menor ponto da curva de calibracdo, foram calculados
os limites de deteccdo e quantificacdo utilizando as férmulas descritas nos itens 6.3 e

6.4.

9. Resultados e discusséao

9.1.Determinacao de Mn em leite materno por GF AAS

Aleatoriamente uma amostra (amostra referéncia) de leite materno foi selecionada

para otimizagao e valida¢ao do método. Para a otimizagdo esta amostra foi diluida 1:1
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com solug@o de TRIS 80% v/v ou MEA 40% v/v e adicionada de manganés para uma
concentracio final de 3,0 pg L' (concentragio indicada pelo fabricante do equipamento
para gerar um sinal analitico de aproximadamente 0,2 unidades de absorvancia medidas
em altura). A mistura resultante, tanto para MEA como para TRIS foi uma suspensao
homogénea até 20 minutos. Assim, apos esse tempo as solugdes foram homogeneizadas
novamente (agitacdo com micropipeta de volume fixo de 500 uL).

Apesar do conceito forno plataforma de temperatura estabilizada (STPF) indicar
que melhores resultados sdo obtidos quando se realizam medidas em absorvancia
integrada (area de pico), no equipamento da Varian (SperctrAA Zeeman-220) alguns
elementos, como o manganés, sdo melhores determinados em altura de pico. Isto
acontece porque neste equipamento o sinal analitico (pico) ¢ muito simétrico (largura de
0,5 a 1,5 segundos) fazendo com que as medidas em altura sejam muito maiores que em
area de pico.

Para otimizacao, validacdo e andlise de Mn no leite materno o volume injetado

dentro do forno de grafite foi sempre de 20 pL.

9.1.1. Otimizacao das condicdes analiticas

Para o desenvolvimento do método de andlise de manganés, dois diluentes foram
testados sendo eles TRIS 80% v/v e MEA 20% v/v. Para cada diluente toda a
otimizagdo das condigdes analiticas foi feita e ao final, aquele que permitiu uma melhor
exatiddo do método, quando testado com material certificado, foi escolhido para a
validacdo e determinac¢do de Mn nas amostras.

Em primeiro lugar, temperaturas e tempos de secagem foram otimizados para cada

suspensdo obtida da amostra referéncia (solu¢des com diferentes diluentes) partindo-se
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das condi¢des recomendadas pelo fabricante, até ndo se observar borbulhamento da
amostra dentro do forno de grafite.

Em seguida, para cada diluente utilizado, foi feita uma sele¢@o do tipo de tubo de
grafite a ser usado dentre tubos com modificadores quimicos permanentes (tubos com
plataformas de L’vov tratadas com W, Rh, Ru ¢ Ir) e tubos com modificadores quimicos
em solugdo (co-inje¢ao de 5 uL de Pd), e tubo sem modificador (tubo sem plataforma),
utilizando o programa de aquecimento do forno recomendado pelo fabricante (Tabela
4). Foram selecionados como os dois melhores tipos de tubo de grafite, aqueles que
apresentaram maior sinal analitico, menor sinal de fundo e menor desvio padrao relativo
entre as triplicatas de leitura da amostra referéncia (Tabelas 5 e 6). Os modificadores
que apresentaram maior absorvancia, sinal de fundo corrigido e menor desvio padrao
relativo foram Pd em solug¢do e a condicdo sem modificador para ambos os diluentes

(Tabelas 5 e 6).

Tabela 4 - Programa aquecimento recomendado pelo fabricante para analise de Mn por

GF AAS
Etapa Temperatura  Tempo de rampa Tempo de Fluxo de argbnio
(°C) (s) permanéncia (s) (L min™)
1 85 5,0 - 3,0
2 95 40,0 - 3,0
3 120 10,0 - 3,0
4 700 5,0 3,0 3,0
5 2400 0,9 2,0 0,0
6 2400 - 2,0 3,0
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Tabela 5 — Resultado da sele¢ao de modificadores para otimizacao das condig¢des
analiticas na determinagao de Mn em leite materno utilizando TRIS
como diluente

TRIS Absorvancia (altura) Fundo Abs %RSD
média
w 0,0498 0,0708 0,0579 0,3311 0,0595 18
Ir 0,0115 0,0089 0,0103 0,0022 0,0102 13
Rh 0,0047 0,0085 0,0090 -0,0345 0,0074 32
Ru 0,0125 0,0058 0,0044 0,0106 0,0076 57

Pd solugdo  0,1576 0,1500 0,1467 0,0160 0,1514 4

Sem modif.  0,1505 0,1476 0,1523 0,0373 0,1501 2

Tabela 6 — Resultado da selecdo de modificadores para otimizagdo das condigdes
analiticas na determinacdo de Mn em leite materno utilizando MEA
como diluente

MEA Absorvancia (altura)  Fundo Aps %RSD
média
W 0,0412 0,0622 0,0515 0,2977 0,0517 20
Ir 0,0095 0,0069 0,0083 0,0021 0,0082 16
Rh 0,0065 0,0070 0,0075 -0,0299 0,0070 7
Ru 0,0034 0,0043 0,0029 0,0086 0,0035 20

Pd emsolugdo 0,1273 0,1197 0,1164 0,0139 0,1211 5

Sem modif.  0,1205 0,1176 0,1223 0,0324 0,1201 2

Assim, um planejamento fatorial fracionado (Tabela 7) foi empregado para

avaliar o efeito das variaveis estudadas. Os niveis alto e baixo para as variaveis de
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temperatura e tempo de pirdlise foram selecionados de acordo com os valores indicados
pelo fabricante (nivel baixo) e pela complexidade da matriz (nivel alto) para ocorrer
uma eficiente corre¢do de fundo. A matriz de experimentos e as absorvancias obtidas no
planejamento fatorial para os dois diluentes estdo mostradas na Tabela 7.

A avaliacdo deste planejamento utilizando MEA como diluente mostrou que
todas as variaveis estudadas, bem como todas as possiveis interagdes entre elas
produziram algum efeito significativo no valor de absorvancia, para 95 % de confianga
nos niveis estudados. Ja quando foi utilizado TRIS, como diluente, o tempo de pirolise e
as interagdes entre temperatura e tempo de pirdlise e entre as temperaturas de pirdlise e
atomizagdo ndo foram significativas, como pode ser visto nos graficos de Pareto
mostrados nas Figuras 3 e 4. Os valores positivos para os efeitos indicam que com o
aumento da varidvel em questdo hd um aumento no valor da absorvancia. Os graficos de
Pareto mostram que quando foi utilizado MEA como diluente o melhor modificador ¢ o
Pd (nivel alto), enquanto que para o TRIS o melhor ¢ o ndo uso de modificador (nivel

baixo).
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Tabela 7 - Matriz de planejamento fatorial e absorvancias obtidas para otimizagao das

variaveis para analise de Mn em leite materno utilizando TRIS ¢ MEA

como diluentes

Temperatura Tempo Temperatura Abs (altura)
Exp. de pirolise de pir6lise  de atomizacédo Modificador

(°C) () (°C) MEA TRIS
1 900 (-) 10 (-) 2200 (-) Sem (-) 0,1020 0,1171
2 1400 (+) 10 (-) 2200 (-) Pd (+) 0,1557 0,1140
3 900 (-) 20 (+) 2200 (-) Pd (+) 0,1312 0,1034
4 1400 (+) 20 (+) 2200 (-) Sem (-) 0,0957 0,1144
5 900 (-) 10 (-) 2500 (+) Pd (+) 0,3326 0,0890
6 1400 (+) 10 (-) 2500 (+) Sem (-) 0,1957 0,1026
7 900 (-) 20 (+) 2500 (+) Sem (-) 0,3201 0,1026
8 1400 (+) 20 (+) 2500 (+) Pd (+) 0,3053 0,0982
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(3) Temp. Atomizagéo 55,90
(4) Modificador 17,65
1by3 -14,20
(1) Temp. Pirdlise -11,16
lby4 10,69
(2) Tempo de pirolise 5,54
1by2 2,75

p =0,05
Efeito Estimado (Valor absoluto)

Figura 3 — Grafico de Pareto gerado por planejamento fatorial fracionario (2*") utilizando MEA
como diluente na analise de Mn (coeficiente de ajuste do modelo R = 0,9942).

(3) Temp. Atomizagdo -10,05
(4) Modificador -5,10
1by4 4,00
(1) Temp. pirdlise 3,04
(2) Tempo de pirolise -0,73
1lby2 -0,70
1by3 0,23
B
p =0,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4 - Gréfico de Pareto gerado por planejamento fatorial fracionario (2*") utilizando TRIS
como diluente na analise de Mn (coeficiente de ajuste do modelo R = (0,8692).

O planejamento fatorial indica ainda a tendéncia observada para cada variavel.
No caso do diluente MEA quando foi utilizado o nivel alto (efeito positivo) para

temperatura de atomizagao, 2500 °C, o nivel baixo (efeito negativo) para temperatura de
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pirdlise, 900°C, e o nivel alto para tempo de pirdlise, 20s, os ganhos em sensibilidade
foram significativos. Para o diluente TRIS os ganhos em sensibilidade foram
significativos quando foi utilizado o nivel baixo para temperatura de atomizagao, 2200
°C ¢ o nivel alto para temperatura de pirdlise, 1400°C. Considerando os resultados do
planejamento fatorial, foi feito um planejamento composto central (CCD) para cada
diluente analisado para determinar as condigdes oOtimas das varidveis numéricas
significativas. O ponto central deste planejamento foi escolhido observando-se as
tendéncias indicadas pelo planejamento fatorial. Para MEA o modificador utilizado foi
Pd em solugdo ¢ as variaveis otimizadas foram tempo de pir6lise e temperaturas de
pirdlise e atomizagdo. Para TRIS nao foi utilizado modificador e as varidveis otimizadas
foram apenas as temperaturas de pirélise e atomizagdo, uma vez que o tempo de pirdlise
ndo foi significativo quando avaliado pelo planejamento fatorial. As matrizes destes
planejamentos estdo resumidas nas Tabelas 8 e 9.

A andlise deste planejamento mostrou que, para o diluente MEA, nos niveis
estudados, somente a temperatura de atomizagao foi significativa indicando que valores
mais altos desta variavel produzem maiores valores de absorvancia (Figura 5). Desta
forma, foram utilizadas as seguintes condi¢des analiticas para este diluente: para a
temperatura de pirdlise e tempo de pirdlise foram escolhidos valores intermediarios
ligeiramente maiores aqueles utilizados no planejamento CCD, 1000°C e 20s,
respectivamente, para a temperatura de atomizagdo, 2700°C e modificador Pd em
solucdo. Os valores intermediarios para temperatura e tempo de pirdlise foram
escolhidos, por fornecerem um menor sinal de fundo do que os obtidos pelos menores

valores analisados.
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Tabela 8 - Matriz de experimentos e absorvancias obtidas do planejamento composto
central para otimizag¢do das variaveis significativas na andlise de Mn em
leite materno utilizando o diluente MEA

Experimento Temperatura de Temperatura de Tempo de Abs (altura)
pirdlise (°C) atomizacao (°C) pirdlise (s)
1 800 2300 15 0,1838
2 800 2700 15 0,3739
3 800 2300 25 0,1745
4 800 2700 25 0,3787
5 1000 2300 15 0,1730
6 1000 2700 15 0,3416
7 1000 2300 25 0,1647
8 1000 2700 25 0,7319
9 732 2500 20 0,3149
10 1068 2500 20 0,2707
11 900 2500 12 0,2931
12 900 2500 28 0,1557
13 900 2164 20 0,1091
14 900 2800 20 0,5064
15 (PC)* 900 2500 20 0,2945%%*

*PC = ponto central (n = 5), ** Valor médio
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Tabela 9 - Matriz de experimentos e absorvancias obtidas do planejamento composto
central para otimizag¢do das variaveis significativas na andlise de Mn em
leite materno utilizando o diluente TRIS

] Temperatura de Temperatura de
Experimento o L Abs (altura)
pirolise (°C) atomizacéo (°C)

1 1200 2200 0,1027

1200 2600 0,2638

1600 2200 0,0614

1600 2600 0,2433

1117 2400 0,2036

1683 2400 0,1061

| | | B~ W] D

1400 2117 0,0523

8 1400 2663 0,2764

9 (PO)* 1400 2400 0,2242

*PC = ponto central (n =5)
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Figura 5 - Grafico de Pareto gerado pelo planejamento composto central utilizando MEA
como diluente na analise de Mn (L e Q referem-se aos termos lineares ¢
quadraticos do modelo gerado).
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Para o diluente TRIS, as duas variaveis analisadas foram significativas (Figura
6) ¢ a analise da superficie de resposta gerada pelo CCD (Figura 7) mostrou que os
valores 6timos para temperatura de pirolise e atomizacdo sdo 1347°C e 2691°C,
respectivamente. Como o tempo de pirdlise ndo foi significativo, foi escolhido o menor

valor analisado pelo planejamento fatorial (10s).
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Figura 6 - Grafico de Pareto gerado pelo planejamento composto central utilizando TRIS
como diluente na analise de Mn (L e Q referem-se aos termos lineares ¢
quadraticos do modelo gerado).
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Figura 7 - Superficie de resposta gerada pelo planejamento composto central para otimizagdo

das variaveis temperaturas de pirdlise e atomizag¢do utilizando TRIS como
diluente na analise de Mn.

A Tabela 10 nos mostra os programas de aquecimento de forno otimizados para
cada diluente. Nas condicdes analiticas otimizadas a avaliacdo do niimero de queimas
que o tubo de grafite suporta ndo foram feitas porém, pode-se inferir que este nimero

ndo seja muito grande devido as altas temperaturas utilizadas e o ndo uso de

modificador permanente.
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Tabela 10 - Programas de aquecimento de forno otimizados para analise de Mn em leite
materno utilizando TRIS ou MEA como diluentes (valores entre parénteses
referem-se as condi¢des Gtimas para MEA)

Temperatura Tempo de Tempo de Fluxo de
Etapa (°C) rampa (s) permanéncia (s) argonio (L
min’™)

Secagem 1 85 5,0 - 3,0
Secagem 2 95 10,0 - 3,0
Secagem 3 200 40,0 - 3,0
Pirdlise 4 1350 (1000) 5,0 11,0 (21,0) 3,0
Atomizagdo ~ 5* 2690 (2700) 0,5 2,0 0,0
6 2700 - 2,0 3,0

*A leitura ocorre nesta etapa

9.1.2. Validacdo da metodologia para analise de Mn em leite
materno por GF AAS

Usando o programa de aquecimento de forno com as temperaturas e tempos
otimizados (Tabela 10), foi construida uma curva de calibragdo por ajuste de matriz em
cada um dos diluentes analisados e foi feita a leitura da solucdo de material de
referéncia certificado (Infant formula NIST® 1846). Os pontos das curvas por ajuste de
matriz foram construidos por dilui¢do 1:1 (cinco partes de leite para cinco do diluente,
reservando uma parte do diluente para adicdo do analito). A Tabela 11 nos mostra o
resultado da exatidao para os dois diluentes utilizados com resultado satisfatorio apenas
para o TRIS, num intervalo de confianga de 95%. Assim, para todos os estudos

posteriores foi utilizado o TRIS como diluente.
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Tabela 11 — Resultados obtidos para Mn ap6s determinagdo no SRM NIST
1846 por GF AAS em cada diluente

) Valores determinados Valor certificado
Diluentes 3 4
(mg kg™) (mg kg™)
MEA 0,22 + 0,04*
0,40
TRIS 0,40 £ 0,04*

*Intervalo de confianga de 95%

A Figura 8 nos mostra as curvas de calibragdo média (n=3) em 4gua e por ajuste
de matriz utilizando TRIS como diluente, bem como as equagdes das retas de regressao
linear e os coeficientes de determinagdo (R*) obtidos. O método apresentou resposta
linear as concentragdes de manganés compreendidas na faixa de 0 a 6.0 pg L™ com
coeficientes de determinagdo maiores que 0,99 para ambas. Foi feita a analise estatistica
comparando as inclinagdes das curvas obtidas, utilizando teste F e teste t de Student,
como descrito no item 6.2, e o resultado nos mostra que nao ha diferenca significativa
entre as mesmas para o intervalo de confianca de 95% (Tabela 12). Assim, todos os

estudos posteriores foram feitos utilizando-se calibragdo aquosa.
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Figura 8 — Curvas de calibragdo aquosa e por ajuste de matriz médias (n=3) para estudo do
efeito de matriz na analise de Mn em leite materno.

Tabela 12 — Parametros estatisticos para avaliacdo do efeito de matriz na analise de Mn
em leite materno

Calculado Tabelado
F 3,10 19,0
t 0,01 2,78

Intervalo de confianga de 95%

A validagao foi feita de acordo com o item 9. Os limites de deteccao e
quantifica¢do definidos pelas equagdes LOD = 3S/b e LOQ = 10S/b, foram de 0,28 pg
L'e 0,95 ug L™, respectivamente. Os limites de detecgio dependem da complexidade
da matriz, na literatura foi encontrado valores de 0,23 pg L™ para medicamentos anti-
hipertensivos (SILVEIRA et al., 2007) e 4 ug L' em amostras mais complexas como
sedimentos marinhos (PEREIRA, 2008) para determinacdes de manganés por GF AAS.

A precisdo intra-ensaio foi avaliada através do desvio padrdo relativo (RSD) de

sete replicatas de solugdes adicionadas de 1, 3 ¢ 5 pg L. A média do RSD para a
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precisdo intra-ensaio foi de (3 + 3) %. A precisdo inter-ensaio foi avaliada pelo RSD de
solugdes adicionadas nas mesmas concentragdes em trés dias consecutivos,
apresentando média de (6 + 4) %. A massa caracteristica determinada foi de (1,9 £ 0,2)
pg e foi calculada por meio dos dados de uma curva de calibracdo. As principais figuras
de mérito estdo resumidas na tabela 7. A exatiddo também foi avaliada por meio de
estudos de adigdo-recuperacdo em solugdes adicionadas de 1, 3 ¢ 5 pg L. As
recuperagdes mostraram resultados que variaram de 89 a 107 %. Os resultados da
precisdo e recuperacdo para cada nivel de concentracdo estio mostrados na Tabela 13 e

os demais parametros de mérito na Tabela 14.

Tabela 13 - Resultados para precisdo intra e inter ensaio e recuperacao para cada nivel
de concentracdo estudado na analise de Mn

Concentragdo Precisdo intra-ensaio (%) Precisdo inter-ensaio (%) Recuperacéo (%)

(ng LY (n=7) (n =7, por nivel por dia) (n=7)
1 6,6 2,0 107 £12
3 1,1 7,0 89+6
5 2,3 10,0 105+2

Tabela 14 - Parametros de mérito para andlise de manganés em leite materno

Parametro Valor
Equacdo da Regressdo Linear (n = 3) Abs = (0,040 = 0,004)Cyp,, + (0,01 £0,02)
R*(n=3) 0,997 + 0,002
Faixa linear (ug L) 0-6
LOD (ng L") 0,28
LOQ (ug L™ 0,95
Massa caracteristica (pg)* 1,9+0,2

*Valor recomendado = 0,6 pg

Como toda a otimizagao das condicOes analiticas foi feita usando a matriz leite
materno, valores mais elevados de temperatutra de pir6lise foram utilizados e portanto,

a massa caracteristica determinada para o método proposto foi maior que a
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recomendada pelo fabricante do equipamento (1,9 pg contra 0,6 pg). A massa
caracteristica recomendada pelo fabricante refere-se a matriz aquosa, portanto, menor
temperatura de pirdlise é requerida (700°C) o que diminui as perdas nesta etapa do

processo de analise diminuindo a massa caracteristica.

9.1.3. Determinagdo de manganés em amostras de leite
materno por GF AAS

As amostras foram diluidas 1:1 com solugao de TRIS 80% v/v, pH ajustado para
8, e lidas contra uma curva de calibracdo aquosa. Na Tabela 15 estdo apresentados os
niveis de manganés determinados em leite materno de seis amostras colhidas junto a
Maternidade Odete Valadares (Belo Horizonte, Brasil). As concentragdes de manganés
nestas amostras variaram de 1,58 a 21,33 pg L. Considerando que a absor¢do oral de
manganés ¢ baixa, 3 a 5% da quantidade ingerida, e sua eliminacdo do organismo ¢
rapida (t;» = 37 dias), os niveis de Mn nas amostras analisadas ndo sdo preocupantes

(AZEVEDO e CHASIN, 2003).

Tabela 15 - Concentragao de manganés em seis amostras de leite materno analisadas
pelo método proposto (valor + desvio padrao) (n = 3)

Amostra Valor (ug L™)

1 21,33 +0,02
2 1,79+ 0,19
3 4,60+0,12
4 2,74 + 0,05
5 2,03 0,08
6 1,58 + 0,06
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9.1.4. Conclusbes para manganés em leite materno

Manganés foi determinado diretamente, sem necessidade de digestdo prévia das
amostras, utilizando apenas uma diliugdo 1:1 com solu¢do de TRIS 80% v/v (pH
ajustado para 8), empregando a técnica de GF AAS, com tubo de grafite sem
plataforma, sem modificador utilizando calibra¢do aquosa.

As temperaturas Otimas para a pirélise e atomizacdo foram, respectivamente, de
1350°C e 2690°C, enquanto que o melhor tempo de pirdlise foi de onze segundos.

Os resultados das precisdes intra e inter-ensaio estdo dentro do limite maximo
aceitavel pela AOAC, 1993 (20 ppb —21% e 1 ppb — 30%). A exatidao do método esta
adequada tanto pela avaliagdo por meio do material de referéncia certificado quanto

pelos estudos de recuperagao (80-120% de acordo com a EPA, 1992).

9.2.Determinacao de Cobre em leite materno por GF AAS

Aleatoriamente uma amostra (amostra referéncia) de leite materno foi selecionada
para otimizagdo e validacdo do método. Para a otimizagdo esta amostra foi diluida a
10% v/v com solugao de TRIS 80% v/v ou MEA 40% v/v e ndo foi necessario adicao de
solucao padrao de cobre, visto que o proprio leite ja continha quantidade suficiente de
cobre para uma absorvancia proxima de 0,2 unidades. A mistura resultante, tanto para
MEA como para TRIS, foi uma suspensao estavel até 20 minutos. Assim, apds esse
tempo as solu¢des foram homogeneizadas (agitagdo com micropipeta de volume fixo de
500 pL) novamente. Todas as medidas foram realizadas em éarea do pico (absorvancia

integrada).
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Para otimizagdo, validagdo e analise de Cu no leite materno o volume injetado

dentro do forno de grafite foi sempre de 10 pL.

9.2.1. Otimizacao das condi¢des analiticas

Para o desenvolvimento do método de andlise de cobre, dois diluentes foram
testados sendo eles TRIS 80% v/v e MEA 20% v/v. Para cada diluente toda a
otimizagdo das condi¢des analiticas foi feita e ao final, aquele que apresentou uma
melhor exatiddo do método, quando testado com material certificado, foi escolhido
para a validagdo e determinag@o de Cu nas amostras.

Em primeiro lugar, temperaturas e tempos de secagem foram otimizados para
cada suspensdo obtida da amostra referéncia com os diferentes diluentes partindo-se
das condicdes recomendadas pelo fabricante, até ndo se observar borbulhamento da
amostra dentro do forno de grafite.

Em seguida, para cada diluente utilizado, foi feita uma selecdo do tipo de tubo
de grafite a ser usado, com modificadores quimicos permanentes (tubos com
plataformas de L’vov tratadas com W, Rh, Ru e Ir) e tubo sem modificador (tubo
sem plataforma), utilizando o programa de aquecimento do forno recomendado pelo
fabricante (Tabela 16). Foram selecionados como os dois melhores tipos de tubo de
grafite, aqueles que apresentaram maior sinal analitico, menor sinal de fundo e
menor desvio padrdo relativo entre as triplicatas de leitura da amostra referéncia
(Tabelas 17 e 18). Os modificadores que apresentaram maior absorvancia, sinal de
fundo corrigido e menor desvio padrdo relativo foram o Rh e a condicdo sem
modificador quando foi utilizado o diluente TRIS e Rh e Ir quando foi utilizado

MEA (Tabelas 17 e 18).
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Tabela 16 - Programa de aquecimento de forno recomendado pelo fabricante para
analise de Cu

Etapa Temperatura Tempo de Tempo de Fluxo de argbnio
(°C) rampa (s) permanéncia (s) (L min™)
1 85 5,0 - 3,0
2 95 40,0 - 3,0
3 200 10,0 - 3,0
4 800 5,0 3,0 3,0
5 2300 0,8 2,0 0,0
6 2300 - 2,0 3,0

Tabela 17 - Resultado da sele¢do de modificadores para otimizagdo das condigdes
analiticas na determinag¢do de Cu em leite materno utilizando TRIS como

diluente
Absorvancia integrada Abs
TRIS Fundo . 9%RSD
(s) média
W 0,0528 0,0754 0,0617 0,0105 0,0633 18
Ir 0,1531 0,1282 0,1597 0,0436 0,1470 11
Rh 0,1475 0,1675 0,1426 0,0439 0,1525 9
Ru 0,1302 0,1278 0,1282 0,0573 0,1287 1
Sem
. 0,1582 0,1617 0,1612 0,0497 0,1604 1
modificador

Tabela 18 - Resultado da selecdo de modificadores quimicos para otimizagao das
condicdes analiticas na determina¢do Cu em leite materno utilizando MEA
como diluente

Absorvancia integrada Abs
MEA Fundo = %RSD
(s) média
w 0,1078 0,1108 0,1088 0,0167 0,1091 1
Ir 0,1469 0,1559 10,1579 0,0382 0,1536 4
Rh 0,1603 0,1632 0,1633 0,0566 0,1623 1
Ru 0,1087 0,1194 0,1179 0,0425 0,1153

W W

Sem modificador 0,1338 0,1352 0,1272 0,0353 0,1321
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Assim, dois planejamentos fatoriais fracionados (Tabela 19 e 20) foram
empregados para avaliar os efeitos das varidveis estudadas. Os niveis alto e baixo para
as variaveis de temperatura ¢ tempo de pirolise foram selecionados de acordo com os
valores indicados pelo fabricante (nivel baixo) e pela complexidade da matriz (nivel
alto) para ocorrer uma eficiente correcdo de fundo. As absorvancias obtidas nos
planejamentos fatoriais para os dois diluentes estdo mostradas nas Tabelas 19 e 20.

A avaliagdo destes planejamentos utilizando MEA e TRIS como diluentes
mostrou que todas as variaveis estudadas, bem como todas as possiveis interagdes entre
elas produziram efeito significativo no valor de absorvancia, para 95 % de confianga,
nos niveis estudados. Os dados podem ser vistos nos graficos de Pareto mostrados nas
Figuras 9 e 10. Os valores positivos para os efeitos indicam que o nivel alto produz
maiores valores de absorvancia que o nivel baixo. Os graficos de Pareto mostram que
quando foi utilizado MEA como diluente o melhor modificador foi o Rh (nivel alto),

enquanto para o TRIS o melhor foi o Ir (nivel alto).
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Tabela 19 - Matriz de planejamento fatorial fracionario 2*" e absorvancias obtidas para
varidvies para andlise de Cu em leite materno utilizando TRIS como
diluente

Temperatura Tempo Temperatura Abs

Experimento de pirolise de pirdlise  de atomizacdo  Modificador integrada

(°C) (s) (°C) (s)
1 800 (-) 7() 2000 (-) Sem (-) 0,0850
2 1500 (+) 7(-) 2000 (-) Rh (+) 0,1008
3 800 (-) 16 (+) 2000 (-) Rh (+) 0,0645
4 1500 (+) 7 (+) 2000 (-) Sem (-) 0,0636
5 800 (-) 7(-) 2500 (+) Rh (+) 0,2149
6 1500 (+) 7(-) 2500 (+) Sem (-) 0,1576
7 800 (-) 16 (+) 2500 (+) Sem (-) 0,1750
8 1500 (+) 16 (+) 2500 (+) Rh (+) 0,1910

Tabela 20 - Matriz de planejamento fatorial e absorvancias obtidas para otimizagao das
variaveis para analise de Cu em leite materno utilizando MEA como

diluente
Tempo Temperatura Abs
) Temperatura o ] o )
Experimento o de pirdlise de atomizacdo  Modificador  integrada
de pirdlise (°C)
(s) °C) (s)

1 800 (-) 7(-) 2000 (-) Rh (-) 0,0060
2 1500 (+) 7(-) 2000 (-) Ir (+) 0,0290
3 800 (-) 16 (+) 2000 (-) Ir (+) 0,0513
4 1500 (+) 7 2000 (-) Rh (-) 0,0839
5 800 (-) 7(-) 2500 (+) Ir (+) 0,1903
6 1500 (+) 7(-) 2500 (+) Rh (-) 0,1378
7 800 (-) 16 (+) 2500 (+) Rh (-) 0,0591
8 1500 (+) 16 (+) 2500 (+) Ir (+) 0,1125
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temperatura de atomizagdo, 2500 °C, o nivel alto (efeito positivo) para temperatura de
pirdlise, 1500°C, e o nivel baixo para tempo de pir6lise, 7s, os ganhos em sensibilidade
foram significativos. Para o diluente TRIS os ganhos em sensibilidade foram
significativos quando foi utilizado o nivel alto para temperatura de atomizagao, 2500
°C, o nivel baixo para temperatura de pir6lise, 800°C e o nivel baixo para tempo de
pirdlise, 7s. Considerando os resultados do planejamento fatorial, foi feito um
planejamento composto central (CCD) para cada diluente analisado para determinar as
condi¢des Otimas das variaveis numéricas significativas. O ponto central deste
planejamento foi escolhido observando-se as tendéncias indicadas pelo planejamento
fatorial. Para MEA o modificador utilizado foi Ir permanente e as varidveis otimizadas
foram tempo de pirdlise e temperaturas de pirdlise e atomizacdo. Para TRIS o
modificador foi Rh permanente e as varidveis otimizadas foram as mesmas do MEA. As

matrizes destes planejamentos estdo resumidas nas Tabelas 21 e 22.
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Tabela 21 - Matriz de experimentos e absorvancias obtidas do planejamento composto
central para otimizagdo das varidveis significativas na analise de Cu em leite
materno utilizando o diluente MEA

Experimento Temperatura de Tempode  Temperaturade Abs
pirolise (°C) Pirdlise (s)  atomizagéo (°C) Integrada (s)
1 1200 4,0 2300 0,3128
2 1200 4,0 2700 0,3836
3 1200 8,0 2300 0,1524
4 1200 8,0 2700 0,3780
5 1800 4,0 2300 0,2006
6 1800 4,0 2700 0,2590
7 1800 8,0 2300 0,1304
8 1800 8,0 2700 0,1662
9 990 6,0 2500 0,3344
10 2000 6,0 2500 0,0500
11 1500 3,0 2500 0,3258
12 1500 9,0 2500 0,2760
13 1500 6,0 2160 0,2072
14 1500 6,0 2800 0,3842
15 (PC)* 1500 6,0 2500 0,2974%%*

*PC = ponto central (n =5), ** Valor médio
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Tabela 22 - Matriz de experimentos e absorvancias obtidas do planejamento composto
central para otimizacdo das varidveis significativas na analise de Cu em leite
materno utilizando o diluente TRIS

Experimento Temperatura de Tempo de Temperatura de Abs
pirdlise (°C) Pirolise (s) atomizacéo (°C) integrada (s)
1 600 4,0 2300 0,1060
2 600 4,0 2700 0,2770
3 600 8,0 2300 0,3774
4 600 8,0 2700 0,4108
5 1000 4,0 2300 0,3450
6 1000 4,0 2700 0,4024
7 1000 8,0 2300 0,1556
8 1000 8,0 2700 0,4088
9 460 6,0 2500 0,3954
10 1140 6,0 2500 0,3622
11 800 3,0 2500 0,4594
12 800 9,0 2500 0,3766
13 800 6,0 2160 0,0558
14 800 6,0 2800 0,4228
15 (PC)* 800 6,0 2500 0,3530%*

*PC = ponto central (n =5), ** Valor médio

A andlise do CCD mostrou que, nos niveis estudados, somente o termo
quadratico para temperatura de atomizagao foi significativo quando TRIS foi utilizado
como diluente, indicando que valores mais altos desta varidvel produz melhores
resultados. De acordo com o gréafico de Pareto deste planejamento (Figura 12) foram
escolhidos os valores otimizados para cada variavel, observando os parametros lineares
e quadraticos. Para as varidveis ndo significativas (tanto no termo linear quanto no
quadratico) foram escolhidos os valores intermediarios avaliados, sendo 800°C e 7s
para temperatura e tempo de pirolise, respectivamente. Enquanto que para a temperatura
de atomizacdo foi seguida a tendéncia indicada pelo planejamento (nivel alto), sendo

utilizado o valor de 2700°C.
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Desta forma os programas de aquecimento de forno otimizados para cada diluente
foram idénticos (Tabela 23). Os métodos diferem apenas no tipo de modificador
utilizado, Ir para MEA e Rh para TRIS. Nas condi¢des analiticas otimizadas a avaliacao
do nimero de queimas que o tubo de grafite suporta ndo foram feitas porém, pode-se

inferir que este nimero nao seja muito grande devido as altas temperaturas.

Tabela 23 - Programa de forno otimizado para analise de Cu em leite materno utilizando
TRIS ou MEA como diluentes

Etapa Temperatura Tempo de Tempo de Fluxo de argbnio
(°C) rampa (s) permanéncia (s) (L min™)
1 85 5,0 - 3,0
2 95 10,0 - 3,0
3 200 40,0 - 3,0
4 800 5,0 7,0 3,0
5* 2700 0,5 2,0 0,0
6 2700 - 2,0 3,0

*Leitura feita nesta etapa
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9.2.2. Validacdo da metodologia para analise de Cu em leite
materno por GF AAS

Usando o programa de aquecimento de forno com as temperaturas e tempos
otimizados (Tabela 23), foi construido uma curva de calibragdo por ajuste de matriz em
cada um dos diluentes analisados e foi feita a leitura da solucdo de material de
referéncia certificado (Infant formula NIST® 1846). Os pontos das curvas por ajuste de
matriz foram construidos por dilui¢do 1:10 sendo uma parte de leite para dez do
diluente, reservando uma parte do diluente para adicdo do analito. A Tabela 24 nos
mostra o resultado da exatiddo para os dois diluentes utilizados com resultado
satisfatorio apenas para o TRIS, num intervalo de confianca de 95%. Assim, para todos

os estudos posteriores foi utilizado o TRIS como diluente.

Tabela 24 — Resultados obtidos para Cu ap6s determinagdo no SRM NIST 1846 por GF
AAS em cada diluente

] Valores determinados Valor certificado
Diluentes 4 1
(mg kg™) (mg kg™)
MEA 3,72+0,13
5,24 +0,27
TRIS 5,21 +0,20

*Intervalo de confianga de 95%

A Figura 13 nos mostra as curvas de calibracio média (n=3) em agua e por
ajuste de matriz utilizando TRIS como diluente, bem como as equagdes das retas de
regressdo linear e os coeficientes de determinago (R?) obtidos. O método apresentou
resposta linear as concentragdes de cobre compreendidas na faixa de 0 a 180 pg L' com
coeficientes de determinacdo maiores que 0,99 para ambas. Foi feita a andlise estatistica
comparando as inclina¢des das curvas obtidas, utilizando teste F e teste t de Student,

como descrito no item 6.2, e o resultado nos mostra que ha diferenca significativa entre
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as mesmas para o intervalo de confianca de 95% (Tabela 25). Como a curva de
calibragdo média, por ajuste de matriz foi construida ja descontada do branco, pode-se
observar uma nitida diferenca visual entre ela e a curva aquosa, como mostra a Figura
13. O teste F e teste t de Student também foram aplicados para os interceptos destas
curvas. Os resultados nos mostram que ha diferenga significativa também entre os
interceptos, ou seja, tem efeito de matriz. Assim, todos os estudos posteriores foram

feitos utilizando-se calibragdo por ajuste de matriz.

Efeito matriz

0,60
ﬁ‘ 0,50
T
(S
| 5.
o) 040
Q
prwr)
c
- 0,30 4
7
Q
< 020 1

Ajuste de matriz
0,10 y = (0,0027 £ 0,0002)x - (0,02 + 0,01)
R2=0,996 + 0,007
0,00 s T T T T T T T T T T T . . . . . |
Q 10 20 30 40 50 60 70 20 90 100 110 1200 120 140 150 160 170 180

Concentragao (ug L)

Figura 13 — Curvas de calibragdo aquosa e por ajuste de matriz médias (n=3) para estudo do
efeito de matriz na analise de Cu em leite materno.

Tabela 25 — Pardmetros estatisticos para avaliagdo do efeito de matriz na analise de Cu
em leite materno

Calculado Tabelado
Inclinacdo  Intercepto Inclinacdo  Intercepto
F 5,7 2,8 19,0 19,0
t 0,1 4,2 2,8 2,8

Intervalo de confianga de 95%
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A validagdo foi feita de acordo com o item 9. Os limites de detec¢dao e
quantificagdo definidos pelas equagdes LOD = 3S/b e LOQ = 10S/b, foram de 6,4 ug L~
'e 21,4 pg L', respectivamente. Limites de detecgdo semelhantes sio encontrados na
literatura: 9,2 pg L™ para aguardente de cana (CALDAS, 2007) ¢ 0,30 ug L™ em mel
(AJTONY, 2007) para determinagdes de cobre por GF AAS.

A precisdo intra-ensaio foi avaliada através do desvio padrdo relativo (RSD) de
sete replicatas de solugdes adicionadas de 30, 90 ¢ 150 ug L™ A média do RSD para a
precisdo intra-ensaio foi de (6,4 £+ 0,8) %. A precisdo inter-ensaio foi avaliada pelo RSD
de solucdes adicionadas nas mesmas concentragdes em trés dias consecutivos,
apresentando média de (5 + 5) %. A massa caracteristica determinada foi de (19 + 2) pg
e foi calculada por meio dos dados de uma curva de calibragdo. A exatiddo também foi
avaliada por meio de estudos de adi¢ao-recuperagao em solugdes adicionadas de 30, 90
e 150 pg L. As recuperagdes mostraram resultados que variaram de 102 a 103 %. Os
resultados da precisdo e recuperacdo para cada nivel de concetracdo estio mostrados na

Tabela 26 e os demais parametros de mérito na Tabela 27.

Tabela 26 - Resultados para precisdo intra e inter ensaio e recuperacao para cada nivel
de concentracdo estudado na analise de Cu

Precisdo inter-ensaio

Concentracdo  Precisdo intra-ensaio ] Recuperagéo
. (%) (n =7, por nivel
(g L") (%) (n=7) _ (%) (n=7)
por dia)
30 5,6 9,0 102 +7
90 6,4 7,3 102+6
150 7,2 0,1 103 £8
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Tabela 27 - Parametros de mérito para analise de cobre em leite materno

Parametro Valor
Equagdo da Regressao Linear (n = 3) Abs =(0,0027 + 0,0002)Ccy - (0,02 = 0,01)
R*(n=3) 0,996 + 0,007
Faixa linear (ng L) 0-180
LOD (ugL™) 6,4
LOQ (ugL™) 21,4
Massa caracteristica (pg)* 19+£2

*Valor recomendado = 6 pg (para medidas em altura)

9.2.3. Determinacao de cobre em amostras de leite materno
por GF AAS

As amostras foram diluidas 1:10 com solugdo de TRIS 80% v/v e lidas contra
uma curva de calibragdo por ajuste de matriz.. Na Tabela 28 estdo apresentados os
niveis de cobre determinados em leite materno de seis amostras colhidas junto a
Maternidade Odete Valadares (Belo Horizonte, Brasil). As concentracdes de cobre

nestas amostras variaram de 384 a 1212 pg L™

Tabela 28 - Concentracdo de cobre em seis amostras de leite materno analisadas pelo
método proposto (valor + desvio padrao) (n = 3)

Amostra Concentragéo (ug L™)

1 1212+ 17
907 +27
693+9
384+ 6
404 £ 17

46211

AN DN AW
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9.2.4. Conclusdes da determinacéo de cobre em leite
materno

Cobre foi determinado diretamente, sem necessidade de digestdo prévia das
amostras, utilizando apenas uma diliugdo 1:10 com solugdo de TRIS 80% v/v,
empregando a técnica de GF AAS, com tubo de grafite e plataforma revestida com 520
ug de rodio e utilizando calibragao por ajuste de matriz.

As temperaturas Otimas para a pirdlise e atomizagdo foram respectivamente de
800°C e 2700°C, enquanto que o melhor tempo de pirdlise foi de sete segundos.

Os resultados das precisoes intra e inter-ensaio estdo dentro do limite maximo
aceitavel pela AOAC, 1993 (20 ppb —21% e 1 ppb — 30%). A exatidao do método esta
adequada tanto pela avaliagdo por meio do material de referéncia certificado quanto

pelos estudos de recuperacao (80-120% de acordo com a EPA, 1992).

9.3. Determinac&do de Cromo em leite materno por GF AAS

Aleatoriamente uma amostra (amostra referéncia) de leite materno foi selecionada
para otimizacdo e validagio do método. Considerando que o diluente TRIS
proporcionou melhores resultados de exatiddo tanto na anélise de manganés como na de
cobre, o diluente MEA foi descartado como opgao e somente o TRIS foi utilizado para
otimizagdo e validagdo da metodologia e anélise das amostras.

Para a otimizagdo esta amostra foi diluida a 1:1 com solucao de TRIS 80% v/v e
adicionada de cromo para uma concentragdo final de 7,5 pg/L (concentracdo indicada
pelo fabricante para gerar um sinal analitico de aproximadamente 0,2 unidades de

absorvancia medidas em altura). Todas as medidas foram realizadas em é4rea do pico

86



(absorvancia integrada). A mistura resultante foi uma suspensao estavel até maximo 20
minutos. Assim, apds este tempo as solu¢des foram homogeneizadas (agitagdo com
micropipeta de volume fixo de 500 uL) novamente.

Para otimizagdo, validagdo e analise de Cr no leite materno o volume injetado dentro

do forno de grafite foi sempre de 20 uL.

9.3.1. Otimizacédo das condi¢cdes analiticas

Em primeiro lugar, temperaturas e tempos de secagem foram otimizados para a
suspensdo obtida da amostra referéncia partindo-se das condi¢des recomendadas
pelo fabricante, até ndo se observar borbulhamento da amostra dentro do forno de

grafite.

Tabela 29 - Programa de aquecimento de forno recomendado pelo fabricante para
analise de Cr

Etapa Temperatura  Tempo de rampa Tempo de Fluxo de argbnio
(°C) (s) permanéncia (s) (L min™)
1 85 5,0 - 3,0
2 95 40,0 - 3,0
3 120 10,0 - 3,0
4 1000 5,0 3,0 3,0
5 2600 0,8 2,0 0,0
6 2600 - 2,0 3,0

Em seguida, foi feita uma selecdo do tipo de tubo de grafite a ser usado, com
modificadores quimicos permanentes (tubos com plataformas de L’vov tratadas com

W, Rh, Ru e Ir) e tubo sem modificador, utilizando o programa de aquecimento do
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forno recomendado pelo fabricante (Tabela 29). Foram selecionados como os dois

melhores tipos de tubo de grafite aqueles que apresentaram maior sinal analitico e

menor sinal de fundo e menor desvio padrao relativo entre as triplicatas de leitura

da amostra referéncia (Tabela 30). Os modificadores que apresentaram maior

absorvancia, sinal de fundo corrigido e menor desvio padrao relativo foram W e a

condi¢do sem modificador.

Tabela 30 — Resultado da selecdo de modificadores para otimizagdo das condic¢des
analiticas para determinagdo de Cr em leite materno utilizando TRIS

como diluente

Modificador Absorvancia integrada (s) Fundo Ab? %RSD
média
W 0,1853 10,1832 0,1756 0,0200 0,1814 3
Ir 0,1276 0,1261 0,1334 0,0383 0,1290 3
Rh 0,0767 0,0771 0,0694 0,0179 0,0744 6
Ru 0,1255 0,1245 0,1180 0,1150 0,1227 3
Sem modif. 04211 04316 0,4121 0,0580 0,4211 2

Assim, um planejamento fatorial fracionado (Tabela 31) foi empregado para

avaliar os efeitos das varidveis estudadas. Os niveis alto e baixo para as variaveis de

temperatura e tempo de pirdlise foram selecionados de acordo com o valor indicado

pelo fabricante (nivel baixo) e pela complexidade da matriz para ocorrer uma eficiente

correcao de fundo (nivel alto). As absorvancias obtidas neste planejamento fatorial esta

mostrada na Tabela 31.

A avaliacdo deste planejamento mostrou que todas as variaveis estudadas bem

como a intera¢do 1:3 produziram efeito significativo no valor de absorvancia para 95 %

de confianca nos niveis avaliados. Os dados podem ser vistos no grafico de Pareto na

figura 14. Este planejamento indicou que a variavel modificador apresentou efeito
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negativo com melhores resultados no nivel baixo quando ndo se usou modificador. Os
demais efeitos foram positivos com melhores resultados para a temperatura de
atomizagdo de 2600 °C, tempo de pirdlise de 13 segundos e temperatura de pirdlise de

1500 °C.

Tabela 31 - Matriz de experimentos ¢ absorvancias obtidas por planejamento fatorial
fracionario 2*' para variaveis para analise de Cr em leite materno utilizando
TRIS como diluente

Temperatura Tempo Temperatura Abs
Exp. de pirdlise de pirdlise  de atomizacao Modificador
integrada (s)
(°C) (s) (°C)
1 1000 (-) 3(-) 2300 (-) Sem (-) 0,4351
2 1500 (+) 3(-) 2300 (-) W (+) 0,1030
3 1000 (-) 13 (+) 2300 (-) W (+) 0,1760
4 1500 (+) 13 (+) 2300 (-) Sem (-) 0,5080
5 1000 (-) 3 () 2600 (+) W (+) 0,1340
6 1500 (+) 3 () 2600 (+) Sem (-) 0,5147
7 1000 (-) 13 (+) 2600 (+) Sem (-) 0,5452
8 1500 (+) 13 () 2600 (+) W (+) 0,2378
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(odificador 433
(2)Tempo de pirdlise 908
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Figura 14 - Grafico de Pareto gerado por planejamento fatorial fracionario (2*") utilizando
TRIS como diluente na analise de Cr (coeficiente de ajuste do modelo R = 0,9889).

Considerando os resultados do planejamento fatorial, foi feito um planejamento
composto central (CCD) para determinagdo das condigdes Otimas para as varidveis
numéricas significativas. O ponto central deste planejamento foi escolhido observando-
se as tendéncias indicadas pelo planejamento fatorial mantendo o tubo sem plataforma e

sem uso de modificador. A matriz deste planejamento esta resumida na Tabela 32.

Tabela 32 - Matriz de experimentos e absorvancias obtidas por planejamento composto
central para otimizacdo das variaveis significativas na analise de Cr em leite
materno utilizando o diluente TRIS

Experimento Temperatura de Tempode Temperaturade Abs
pirdlise (°C) Pirolise (s) atomizacéo (°C) Integrada (s)
1 2400 9 1300 0,4497
2 2400 17 1300 0,5214
3 2400 9 1700 0,4254
4 2400 17 1700 0,3978
5 2600 9 1300 0,4346
6 2600 17 1300 0,5579
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7 2600 9 1700 0,4694

8 2332 17 1700 0,5332
9 2668 13 1500 0,4295
10 2500 13 1500 0,5381
11 2500 13 1164 0,4053
12 2500 13 1836 0,1132
13 2500 6 1500 0,4574
14 2500 20 1500 0,4453
15 (PC)* 2500 13 1500 0,4341%*

*PC = ponto central (n = 5), **Valor médio

A analise do CCD mostrou que, nos niveis estudados, apenas a temperatura de
pirdlise € significativa (Figura 15) e que a superficie de resposta gerada pelo modelo

deste planejamento apresentou um ponto de cela (Figuras 16,17 e 18).

(2)Temp. de pirdlise(L)

EEE
pcéess
i

Temp. de pirdlise(Q)
Temp. de atomizagao(Q)
(1)Temp. de atomizagdo(L)
Tempo de pirdlise(Q)
(3)Tempo de pirdlise(L)

2L by3L

1Lby2L

1Lby3L

p=0,05
Efeito estimado (v alor absoluto)

Figura 15 - Grafico de Pareto gerado por planejamento composto central utilizando TRIS
como diluente na andlise de Cr (L e Q referem-se aos termos lineares e quadraticos
do modelo gerado).
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Figura 16 — Superficie de resposta gerada por planejamento composto central para otimizagdo
das variaveis temperaturas de pirdlise e atomiza¢do utilizando TRIS como
diluente na analise de Cr.

s
I
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Figura 17 - Superficie de resposta gerada por planejamento composto central para otimizacao
das varidveis tempo de pirdlise e temperatura de atomizagdo utilizando TRIS
como diluente na analise de Cr.
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Figura 18 - Superficie de resposta gerada por planejamento composto central para otimizagdo

das variaveis temperatura e tempo de pirolise e atomizagdo utilizando TRIS como
diluente na andlise de Cr.

Na tentativa de se atingir o ponto de maximo para o sistema em estudo, o
planejamento CCD foi deslocado, mantendo fixo o tempo de pirdlise em 13s (valor

indicado pelo planejamento fatorial). A matriz deste novo planejamento estd resumida

na tabela 33.
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Tabela 33 - Matriz de experimentos e absorvancias obtidas por segundo planejamento
composto central para otimizagdo das varidveis significativas na analise de
Cr em leite materno utilizando o diluente TRIS

Experimento Temperaturade  Temperatura de Abs
pirdlise (°C) atomizacéo (°C) Integrada (s)
1 1300 2450 0,3632
2 1300 2650 0,4361
3 1700 2450 0,3553
4 1700 2650 0,4454
5 1220 2550 0,4112
6 1780 2550 0,3251
7 1500 2410 0,4093
8 1500 2690 0,3907
9 (PO)* 1500 2550 0,4655%*

*PC = ponto central (n = 5), **Valor médio

A analise deste segundo planejamento composto central revelou que apenas os
termos quadraticos para as temperaturas de pirolise e atomizacdo sdo significativas
CCD (Figura 19), e a superficie de resposta gerada (Figura 20) apresentou um ponto de
maximo, sendo os valores criticos de 1470°C e 2580°C para temperaturas de pirdlise e

atomizacao, respectivamente.
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Figura 19 - Grafico de Pareto gerado por segundo planejamento composto central) utilizando
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A Tabela 34 nos mostra os programas de forno otimizado. Nas condigdes
analiticas otimizadas a avaliagdo do numero de queimas que o tubo de grafite suporta
nao foram feitas porém, pode-se inferir que este nimero nao seja muito grande devido a

alta temperatura de atomizagao utilizada, que leva a um desgaste maior do tubo.

Tabela 34 - Programa de aquecimento de forno otimizado para analise de Cr em leite
materno utilizando TRIS como diluente

Etapa Temperatura Tempo de Tempo de Fluxo de argénio
(°C) rampa (s) permanéncia (s) (L min'™)
1 85 5.0 i 30
2 95 40,0 ] 30
3 200 10,0 - 3,0
4 1470 20,0 13,0 3.0
5% 2580 0.5 5.0 0.0
6 2600 - 3.0 3.0

*Leitura nesta etapa

9.3.2. Validacdo da metodologia para analise de Cr em leite
materno por GF AAS

A validagao foi feita de acordo com o item 9 e usando o programa de forno com
as temperaturas e tempos otimizados mostrados na tabela 34.

A Figura 21 nos mostra as curvas de calibracio média (n=3) em agua e por
ajuste de matriz utilizando TRIS como diluente, bem como as equagdes das retas de
regressdo linear e os coeficientes de determinagido (R*) obtidos. Os pontos das curvas
por ajuste de matriz foram construidos por diluicdo 1:1 sendo cinco partes de leite para

cinco do diluente, reservando uma parte do diluente para adi¢do do analito.O método
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apresentou resposta linear as concentracdes de cromo compreendidas na faixa de 0 a 12

ng L com coeficientes de determinagio maiores que 0,99 para ambas. Foi feita a

analise estatistica comparando as inclinagdes das curvas obtidas, utilizando teste F ¢

teste t de Student, como descrito no item 6.2, ¢ o resultado mostra que ndo ha diferenca

significativa entre as mesmas para o intervalo de confianca de 95% (Tabela 35). Assim,

todos os estudos posteriores foram feitos utilizando-se calibragdo aquosa.

Tabela 35 — ParAmetros estatisticos para avaliagdo do efeito de matriz na analise de Cr
em leite materno

Abs integrada

0,60

0,40

0,00

Calculado Tabelado
F 1,5 19,0
t 0,8 2,8

Efeito matriz

Ajuste de matriz
i y=1(0,047 + 0,004)x + (0,009 + 0,03)
R?=0,999 + 0,003

Concentracio (ug L)

Figura 21 — Curvas de calibragdo aquosa e por ajuste de matriz médias (n=3) para estudo do

efeito de matriz na analise de Cr em leite materno.
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A validacdo foi feita de acordo com o item 9. Os limites de detec¢do e
quantifica¢do definidos pelas equacdes LOD = 3S/b e LQ = 10S/b, onde S é o desvio
padrdo de dez leituras independentes de solucdo da amostra referéncia adicionada do
menor ponto da curva de calibra¢do e b a inclinacdo da curva de calibragdo, foram de
0,17 pg L'e 0,55 pg L', respectivamente. O limite de detecgdo 0,17 pug L™ pode ser
considerado bom em comparacdo com alguns limites de deteccdo encontrados na
literatura: 0,4 pg L em agua (MINAMI, 2005) ¢ 0,09 ug L™ em mel (AJTONY, 2007)
para determinacdes de cromo por GF AAS.

A precisdo intra-ensaio foi avaliada através do desvio padrio relativo (RSD) de
sete replicatas de solugdes adicionadas de 2, 5 ¢ 10 pg L. A média do RSD para a
precisdo intra-ensaio foi de (1,9 = 0,7) %. A precisdo inter-ensaio foi avaliada pelo RSD
de solug¢des adicionadas nas mesmas concentracoes em trés dias consecutivos,
apresentando média de (5,4 £ 4) %. A massa caracteristica determinada foi de (1,96 +
0,07) pg e foi calculada através dos dados da média de trés curvas de calibragdo
aquosas. A exatiddo foi avaliada por estudos de adig¢do-recuperacdo em solucgdes
adicionadas de 2, 5 ¢ 10 pg L' e por material de referéncia certificado (Urine, Bio - Rad
Laboratories, Lyphochek® - Metals Urine Control - 69081, Irvine, CA, USA). As
recuperagdes mostraram resultados que variaram de 95 a 100 %. Os resultados para
precisdo e recuperagdo para cada nivel de sdo mostrados na tabela 36 e os demais

parametros de mérito estdo resumidos na tabela 37.
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Tabela 36 - Resultados para preciso intra e inter ensaio e recuperacao para cada nivel
de concentracdo estudado na andlise de Cr

Concentragdo  Precisdo Intra-ensaio Precisdo Inter-ensaio Recuperacéao
(ng L™ (%, n=7) (%, n=21) (%,n=7)
2 2,6 5,8 100+ 3
5 1,3 4.4 95+ 1
10 1,6 3,2 100 £2
Certificado (ug L™) Determinado (ug L™, n = 3)

Material certificado
09al3 0,95 +£0.03*

* intervalo de confianga a 95%

Tabela 37 - Parametros de mérito para analise de cromo em leite materno

Parametro Valor
Equacao da Regressao (n = 3) Abs = (0,044 + 0,004)C¢; + (0,001 = 0,004)
R*(n=3) 0,9996 + 0,0009
Faixa linear (ng L") 0-12
LOD (ugL™) 0,17
LQ (ngL™) 0.55
Massa caracteristica (pg)* 1,96 + 0,07

*Valor recomendado = 1,5 pg

9.3.3. Determinacao de cromo em amostras de leite
materno por GF AAS

As amostras foram diluidas 1:1 com solucdo de 80% v/v de TRIS ¢ lidas contra
uma curva de calibragdo aquosa. Na Tabela 38 estdo apresentados os niveis de cromo

determinados em leite materno de seis amostras colhidas junto a Maternidade Odete
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Valadares (Belo Horizonte, Brasil). As concentracdes de cromo nestas amostras

variaram de 0,69 a 17,33 pg L™

Tabela 38. Concentragdo de cromo em seis amostras de leite materno analisadas pelo
método proposto (valor + desvio padrao) (n = 3)

Amostra Concentracéo (pg L™)

1 0,69 + 0.01
3,69+ 0,14
9,47 + 0,20
17,33 + 0,59
7,49 + 0,43
2,32+0,11

AN W R~ WD

9.3.4. Conclusbes para determinacdo de cromo em leite
materno

Cromo foi determinado diretamente, sem necessidade de digestdo prévia das
amostras, utilizando apenas uma diluicdo 1:1 com solugdao 80% v/v de TRIS
empregando a técnica de GF AAS, com tubo de grafite sem plataforma, sem uso de
modificador permanente ou quimico e utilizando calibracao aquosa.

As temperaturas Otimas para a pirdlise e atomizagdo sao respectivamente de
1470°C e 2580°C, enquanto que o melhor tempo de pirdlise foi de 13s.

As precisdes intra e inter-ensaio estdo dentro do limite maximo aceitavel pela
AOAC, 1993 (20 ppb —21% e 1 ppb — 30%). A exatidao do método estd adequada tanto
quando avaliada através do material de referéncia certificado quanto pelos estudos de

recuperagdo (80-120% de acordo com a EPA, 1992).
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9.4.Determinagédo de Chumbo em leite materno por GF AAS

Aleatoriamente uma amostra (amostra referéncia) de leite materno foi selecionada
para otimizacao e validacdo do método.

Para a otimizacao esta amostra foi diluida a 1:1 com solug¢dao de TRIS 80% v/v e
adicionada de chumbo para uma concentragdo final de 27 pg/L (concentragao indicada
pelo fabricante para gerar um sinal analitico de 0,2 unidades de absorvancia medidas em
altura e quando injetado 20 pL de solugdo). A mistura resultante ¢ uma suspensao
estavel por até maximo 20 minutos. Assim, apOs este tempo as suspensoes foram
homogeneizadas (agitagdo com micropipeta de volume fixo de 500 pL) novamente.
Todas as medidas foram realizadas em altura de pico.

Para otimizacdo, validacdo e analise de Pb no leite materno o volume injetado

dentro do forno de grafite foi sempre de 10 uL de solu¢do da amostra.

9.4.1. Otimizacado das condi¢cdes analiticas

Em primeiro lugar, temperaturas e tempos de secagem foram otimizados para a
suspensdo da amostra referéncia partindo-se das condi¢des recomendadas pelo
fabricante, até ndo se observar borbulhamento da amostra dentro do forno de grafite.

Em seguida uma selecdo do tipo de tubo de grafite a ser utilizado,com
modificadores quimicos permanentes (tubos com plataforma de L’vov tratadas com W,
Rh, Ru e Ir, Nb, Ta ou Ti), e todos os anteriores com co-injecdo de 5 pL de solucdo de

rodio 1,0 g/l ou 5 pL de solugdo de Nb 1,0 g/L. Esta co-inje¢do foi uma estratégia
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adotada na tentativa de minimizar o sinal de fundo sem grandes perdas em
sensibilidade. A temperatura de atomizacao recomendada ¢ muito baixa (400°C) e ndo é
suficiente para destrui¢do da matriz. Sendo assim, a triagem foi feita utilizando o
programa de aquecimento do forno recomendado pelo fabricante, mudando a

temperatura de pirdlise para 700°C (Tabela 39).

Tabela 39 - Programa de aquecimento de forno recomendado pelo fabricante para
analise de Pb

Temperatura Tempo de Tempo de Fluxo de argbnio
Etapa (°C) rampa (s) permanéncia (s) (L min™)
1 85 5,0 - 3,0
2 95 40,0 - 3,0
3 120 10,0 - 3,0
4 400 5,0 3,0 3,0
5% 2100 0,9 2,0 0,0
6 2100 - 2,0 3,0

O modificador procurado ou a combinagao deles deve diminuir o sinal de fundo e
reter o analito até a etapa de atomizacdo. Os resultados da triagem de modificadores
estdo mostrados nas tabelas 40, 41 e 42. Foram selecionados como melhores aqueles
que apresentaram maior sinal analitico, menor sinal de fundo e menor desvio padrdo
relativo entre triplicatas de leiura. As combinag¢des de modificadores que apresentaram
maior absorvancia, sinal de fundo corrigido e menor desvio padrdo relativo foram W e

Ru, ambos com co-inje¢do de Rh.
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Tabela 40 — Resultado da selecao de modificadores para otimizagdo das condi¢des
analiticas na determinagdao de Pb em leite materno utilizando TRIS
como diluente

Modificador Absorvancia Fundo Abs %RSD
(altura) média
Nb 0,0970 0,0965 0,0818 1,5195 0,0918 9
Ta 0,0839 0,1000 0,0960 0,7734 0,0933 9
Ti 0,0931 0,1045 0,0882 11,3286 0,0953 9
Ir 0,0601 0,0695 0,0449 11,2003 0,0572 30
wW 0,0897 0,0815 0,0837 1,0663 0,0850 5
Rh 0,0633  0,0541 0,0569 1,0215 0,0581 8
Ru 0,0817 0,0782 0,0768 1,4104 0,0789 3

Tabela 41 — Resultado da selecdo de modificadores para otimizagdo das condicdes
analiticas na determinag¢do de Pb em leite materno utilizando TRIS

como diluente com co-injecdo de SuL. de Nb

Modificador Absorvancia Fundo Abs %RSD
(altura)* média
Nb 0,0957 0,0762 0,0681 1,1026 0,0800 18
Ta 0,0896 0,0684 0,0698 1,0010 0,0759 16
Ti 0,0902 0,0680 0,0923 1,1952 0,0634 66
Ir 0,0665 0,0465 0,0571 0,7098 0,0518 14
W 0,0803 0,0615 0,0641 0,8096 0,0686 15
Rh 0,0990 0,0806 0,0883 1,1195 0,0893 10
Ru 0,1174 0,1039 0,1035 1,3520 0,1083 7

*Qs valores ja estdo descontados do branco (5 pL. de Nb)
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Tabela 42 — Resultado da selecao de modificadores para otimizagdo das condi¢des
analiticas na determinagdao de Pb em leite materno utilizando TRIS
como diluente com co-inje¢do de SuL. de Rh

Modificador Absorvancia Fundo Abs %RSD
(altura)* média
Nb 0,1028 0,0962 0,0913 0,3535 0,0968 6
Ta 0,1019 0,0913 0,0935 0,4348 0,0956 6
Ti 0,0968 0,0995 0,1069 0,4946 0,1011 5
Ir 0,0396 0,0436 0,0413 0,3959 0,0425 4
W 0,0972 0,1032 0,1039 0,0562 0,1014 4
Rh 0,0778 0,0693 0,0700 0,3985 0,0724 7
Ru 0,1173 0,1148 0,1074 0,2609 0,1132 5

*Qs valores ja estdo descontados do branco (5 pL. de Rh)

Assim, um planejamento fatorial fracionado (Tabela 43) foi empregado para
avaliagdo preliminar dos efeitos das variaveis estudadas. Os niveis alto e baixo para as
variaveis de temperatura e tempo de pirdlise foram selecionados de acordo com o valor
indicado pelo fabricante (nivel baixo) e pela complexidade da matriz (nivel alto) para
ocorrer uma eficiente corre¢ao de fundo.

A avalia¢do deste planejamento mostrou que todas as variaveis estudadas, bem
como as interacdes entre temperatura de pirdlise com tempo de pirdlise e temperatura de
pirdlise com temperatura de atomizagdo produzem efeito significativo no valor de
absorvancia a 95% de confianca, como pode ser visto no grafico de Pareto na figura 22.
O planejamento indicou que as variaveis temperaturas de atomizagdo e de pirdlise,
tempo de pirdlise e modificador tém efeito positivo, com melhores resultados no nivel

alto, ou seja, 2500°C, 900°C, 12s e Ru com co-injecao de rodio, respectivamente.
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Tabela 43 - Matriz de experimentos e absorvancias obtidas por planejamento fatorial
fracionario 2*" para variaveis na analise de Pb em leite materno utilizando

TRIS como diluente

Temperatura Tempo
o o Temperatura de .
Exp. de pirdlise de Pirolise o Modificador Abs
. atomizacgéao (°C)
(°C) (s)

1 500 (-) 3(-) 2000 (-) W +co-Rh(-)  0,0406
2 900 (+) 3(-) 2000 (-) Ru+co-Rh(+) 0,1120
3 500 (-) 12 (+ 2000 (- Ru+co-Rh (+)  0,0929
4 900 (+) 12 (+ 2000 (- W +co-Rh(-) 0,1056
5 500 (-) 3(-) 2500 (+) Ru+co-Rh (+) 0,1811
6 900 (+) 3() 2500 (+) W +co-Rh(-)  0,1090
7 500 (-) 12 (+ 2500 (+) W +co-Rh(-) 0,1624
8 900 (+) 12 (+ 2500 (+) Ru+co-Rh (+) 0,1762
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Figura 22 - Grafico de Pareto gerado por planejamento fatorial fracionario (2*") utilizando
TRIS como diluente na analise de Pb (coeficiente de ajuste do modelo R = 0,9911).

Considerando os resultados do planejamento fatorial, foi feito um planejamento

composto central (CCD) para determinagdo das condi¢Oes Otimas para as varidveis

numéricas significativas. O ponto central deste planejamento foi escolhido observando-
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se as tendéncias indicadas pelo planejamento fatorial usando o tubo de grafite sem

plataforma e sem uso de modificador. A matriz deste planejamento estd resumida na

Tabela 44.

Tabela 44 - Matriz de experimentos e absorvancias obtidas por planejamento composto
central para otimizacdo das varidveis significativas na andlise de Pb em leite
materno utilizando o diluente TRIS

Exp. Temperatura de Tempo de Temperatura de Abs
pirdlise (°C) pirdlise (s) atomizacéo (°C)
1 700 8 2300 0,1479
2 700 8 2700 0,1421
3 700 16 2300 0,1505
4 700 16 2700 0,1413
5 1100 8 2300 0,1534
6 1100 8 2700 0,1435
7 1100 16 2300 0,1514
8 1100 16 2700 0,1546
9 560 12 2500 0,1215
10 1240 12 2500 0,1395
11 900 5 2500 0,1525
12 900 19 2500 0,1615
13 900 12 2164 0,0824
14 900 12 2800 0,1294
15 (PC)* 900 12 2500 0,1713**

*PC = ponto central (n =5), **Valor médio

A avaliagdo do CCD mostrou que apenas os termos quadraticos para as

temperaturas de pirdlise e atomizagao sao significativos nos niveis avaliados (Figura 23)

e que a superficie de resposta gerada pelo modelo deste planejamento apresenta um
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ponto de maximo (Figuras 24,25 e 26) em 950°C, 17s e 2530°C para temperatura e

tempo de pirdlise e temperatura de atomizagao, respectivamente.
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Figura 23 - Grafico de Pareto gerado por planejamento composto central utilizando TRIS
como diluente na analise de Pb (L e Q referem-se aos termos lineares e quadraticos
do modelo gerado).
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Figura 24 — Superficie de resposta gerada por planejamento composto central para otimizagao
das variaveis temperaturas de pirélise e atomizagdo utilizando TRIS como
diluente na analise de Pb.
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Figura 25 - Superficie de resposta gerada por planejamento composto central para otimizagao
das variaveis temperatura atomizagdo e tempo de pirélise utilizando TRIS como
diluente na analise de Pb.
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Figura 26 - Superficie de resposta gerada por planejamento composto central para otimizagao
das varidveis temperaturas ¢ tempo de pirdlise e atomizagédo utilizando TRIS como
diluente na analise de Pb.
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A Tabela 45 mostra os programas de aquecimento de forno otimizado. Nas
condicdes analiticas otimizadas a avaliagdo do numero de queimas que o tubo de grafite

suporta nao fora feita.

Tabela 45 - Programa de aqueciemento de forno otimizado para analise de Pb em leite
materno utilizando TRIS como diluente

Etapa Temperatura Tempo de Tempo de Fluxo de argbnio
(°C) rampa (5) permanéncia (S) (L min™)
1 85 5,0 - 3,0
2 95 40,0 - 3,0
3 200 10,0 - 3,0
4 950 5,0 17,0 3,0
5* 2530 0,7 3,0 0,0
6 2530 - 2,0 3,0

*Leitura nesta etapa

9.4.2. Validacdo da metodologia para analise de Pb em leite
materno por GF AAS

A validacao foi feita de acordo com o item 9 e usando o programa de forno com
as temperaturas e tempos otimizados mostrados na tabela 45.

A Figura 27 nos mostra as curvas de calibracdo média (n=3) em agua e por
ajuste de matriz utilizando TRIS como diluente, bem como as equagdes das retas de
regressdo linear e os coeficientes de determinagio (R?) obtidos. Os pontos das curvas
por ajuste de matriz foram construidos por dilui¢do 1:1 sendo cinco partes de leite para
cinco do diluente, reservando uma parte do diluente para adi¢do do analito. O método

apresentou resposta linear as concentragcdes de chumbo compreendidas na faixa de 0 a
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48 pg L' com coeficientes de determinagio maiores que 0,99 para ambas. Foi feita a
analise estatistica comparando as inclinagdes das curvas obtidas, utilizando teste F ¢
teste t de Student, como descrito no item 6.2, ¢ o resultado nos mostra que ndo ha
diferencga significativa entre as mesmas para o intervalo de confianga de 95% (Tabela

46). Assim, todos os estudos posteriores foram feitos utilizando-se calibracao aquosa.

Tabela 46 — Parametros estatisticos para avaliacdo do efeito de matriz na analise de Pb
em leite materno

Calculado Tabelado
F 53 19,0
t 0,7 2,8

Intervalo de confianga de 95%

Efeito matriz

Ajuste de matriz
y=(0,0063 + 0,0003)x + (0,002 £ 0,001)

0,20 + R2=1,000 £ 0,002

Abs

0,00 .

0 8 16 24 32 40 48
Concentragéo (ug L)

Figura 27 — Curvas de calibragdo aquosa e por ajuste de matriz médias (n=3) para
estudo do efeito de matriz na analise de Pb em leite materno.

Os limites de deteccdo e quantificagdo definidos pelas equagdes LOD = 3S/b e

LQ = 10S/b, onde S ¢ o desvio padrao de dez leituras independentes de solugdo da
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amostra referéncia adicionada do menor ponto da curva de calibragdo e b a inclinagdo
da curva de calibragio, foram de 0,92 pg L'e 3,07 ug L™, respectivamente. O limite de
detecgdo encontrado, 0,92 pg L', pode ser considerado bom em comparagio com
alguns limites de deteccdo encontrados na literatura: 0,4 pg L' para vinagre
(OLIVEIRA, 2007), ¢ 0,08 ug L' em 4agua (CHEN, 2005) e 1,5 mg L' em urina
(HUSAKOVA, 2007) para determinagdes de chumbo por GF AAS.

A precisdo intra-ensaio foi avaliada através do desvio padrao relativo (RSD) de
sete replicatas de solugdes adicionadas de 8, 24 e 40 pug L. A média do RSD para a
precisdo intra-ensaio foi de (5 £ 1) %. A precisdo inter-ensaio foi avaliada pelo RSD de
solugoes adicionadas nas mesmas concentracoes em trés dias consecutivos,
apresentando média de (6,3 £ 0,3) %. A massa caracteristica determinada foi de (7,1 +
0,3) pg e foi calculada através dos dados da média de trés curvas de calibragdo aquosas.
A exatiddo foi avaliada através de estudos de adig¢do-recuperacdo em solugdes
adicionadas de 8, 24 e 40 pg L™ ¢ através de sangue certificado (Bio - Rad Laboratories,
Lyphochek® - Metals Blood Control, Irvine, CA, USA). As recuperagdes mostraram
resultados que variaram de 107 a 109 %. Os resultados para precisdo e recuperagao para
cada nivel de s3o mostrados na tabela 47 e os demais parametros de mérito estdo

resumidos na tabela 48.
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Tabela 47 - Resultados para preciso intra e inter ensaio e recuperacao para cada nivel
de concentracao estudado na analise de Pb

Concentracdo Precisdo Intra-ensaio Preciséo Inter- Recuperacdo
(ng LY (%, n=7) ensaio (%, n=21) (%,n=7)
8 5,0 6,7 109+ 6
24 3,3 6,1 107 £ 4
40 6,1 6,2 109+ 7
Certificado (ug L™) Determinado (ug L™, n =3)

Material certificado
202 a 273 267 + 4°

* intervalo de confianca a 95%

Tabela 48 - Parametros de mérito para analise de chumbo em leite materno

Parametro Valor
Equacao da Regressao (n = 3) Abs =(0,0061 £ 0,0006)Cp;, + (0,002 + 0,002)
R’ (n=13) 0,999 + 0,005
Faixa linear (ug L™ 0-48
LOD (ugL™) 0,92
LQ (ugL™) 3,07
Massa caracteristica (pg)™ 7,1£0,3

*Valor recomendado = 5,5 pg

9.4.3. Determinacdo de chumbo em amostras de leite
materno por GF AAS

As amostras foram diluidas 1:1 com solucao de 80% v/v de TRIS (pH ajustado
para 8), e lidas contra uma curva de calibragdo aquosa. Na Tabela 49 estdo apresentados
os niveis de chumbo determinados em leite materno de seis amostras colhidas junto a
Maternidade Odete Valadares (Belo Horizonte, Brasil). As concentragdes de chumbo

nestas amostras variaram de nio detectado a 22,32 ug L™".
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Tabela 49. Concentracao de chumbo em seis amostras de leite materno analisadas pelo
método proposto (valor + desvio padrao) (n = 3)

Amostra Concentracéo (ug L'l)

1 ND
<LQ**
27,90 + 3,10
12,66 + 0,02
22,32+ 1,08
<LQ

AN »n B~ WD

*ND = nao detectado, **LQ = limite de quantificagdo

9.4.4. ConclusOes para determinacédo de chumbo em leite
materno

Chumbo foi determinado diretamente, sem necessidade de digestdo prévia das
amostras, utilizando apenas uma diluicdo 1:1 com solu¢dao de TRIS 80% v/v (pH
ajustado para 8), empregando a técnica de GF AAS, com tubo de grafite e plataforma
revestida com 520 pg de ruténio, co-inje¢do de 5 pL de solugdo de rédio 1,0 g L' e
utilizando calibragdo aquosa. O uso de co-inje¢do de modificador quimico foi eficiente
para remogao da matriz sem levar a grandes perdas na sensibilidade.

As temperaturas Otimas de pirdlise e atomizagdo e foram respectivamente de
950°C e 2530°C, enquanto que o melhor tempo de pirdlise foi de 17s.

As precisdes intra e inter-ensaio estdo dentro do limite maximo aceitdvel pela
AOAC, 1993 (20 ppb —21% e 1 ppb —30%). A exatidao do método estd adequada tanto
quando avaliada através do material de referéncia certificado quanto pelos estudos de

recuperagdo (80-120% de acordo com a EPA, 1992).
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10. Conclusdes finais

Com base nos estudos desenvolvidos nesta dissertacdo, pode-se concluir que foi
possivel a determinacao direta (sem necessidade de digestdo prévia das amostras), com
adequadas sensibilidade, exatiddo e precisdao de manganés, cobre, cromo ¢ chumbo em
amostras de leite humano por GF AAS.

As amostras de leite foram diluidas com solugdo de TRIS
(hidroximetilaminometano 80% v/v + acido citrico até pH = 8) na proporcao de 1:1 para
analises de Mn, Cr e Pb e, 1:10 na analise de Cu.

A otimizagdo das condi¢des de analise utilizando a quimiometria foi um
procedimento simples e rapido para se obter métodos com sensibilidade, precisdo e
exatiddo desejados, fazendo o uso de um niimero reduzido de experimentos em relagdo
a otimizagdo univariada economizando, assim, tempo, reagentes, amostras, tubos de
grafite, etc.

A sensibilidade, de uma forma geral foi boa para todos os métodos propostos
para cada conjunto metal/matriz o que pode ser observado pelas massas caracteristicas e
limites de detecg¢ao obtidos. A calibragdo, em todos os casos seja empregando a técnica
de ajuste de matriz ou calibragdo aquosa, apresentou coeficientes de correlagdo linear
aceitaveis.

Os limites de detecdo encontrados para cada metédo foram semelhantes aos
encontrados na literatura para amostras diversas. As amostras apresentaram
concentragdes compreendidas na faixa de 1,6 — 21,3 pg L' para Mn; 384 — 1212 pg L™

para Cu; 0,7 — 17,3 pg L™ para Cr e de ndo detectado a 22,3 pg L™ para Pb.
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O uso de co-injecdo de modificador quimico mostrou ser uma boa alternativa
quando apenas o modificador permanente ndo ¢ suficiente para resultados com boa
sensibilidade e sinal de fundo corrigido.

Estudos de exatiddo e de precisdo efetuados através materiais de referéncia
certificados e de recuperagdes (valores entre 89% e 109%) dos metais em amostras
artificialmente contaminadas, mostraram resultados aceitdveis com desvios padrdes

relativos compativeis com a técnica de GF AAS para todos os metais.
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

