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Resumo

Marrocos, Vitor Cornaqui Pereira; Saint’Pierre, Tatiana Dillenburg; Lepri,
Fabio Grandis. Desenvolvimento de metodo para determinacéo de enxofre
em cabelo por espectrometria de absorcdo molecular de alta resolucéo
com fonte continua e forno de grafite. Rio de Janeiro, 2019. 79 p.
Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

No presente trabalho é proposto o desenvolvimento de um método analitico
para determinacdo de S por espectrometria de absor¢do molecular de alta resolugéo
com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF MAS). As amostras foram
preparadas por dissolucdo acida e os padrdes de calibracdo, assemelhados a matriz
da amostra dissolvida, contendo sulfato, tioureia ou L-cisteina foram estudados em
funcdo de suas diferentes estabilidades térmicas. A técnica de HR-CS GF MAS é
uma alternativa interessante para determinacao de S, pois apresenta alta resolucéo
espectral que minimiza interferéncias espectrais, pelo uso de um monocromador de
alta resolucdo que permite a separacdo das linhas de absorcdo molecular do analito
e da matriz, pelo uso do forno de grafite como fonte de atomizacdo, que permite a
separagdo da matriz e do analito antes da etapa de medida do sinal analitico. Com
isso, este trabalho tem por objetivo desenvolver um método analitico para
determinacédo de S em amostras de cabelo por HR-CS GF MAS, a fim de avaliar 0s
niveis deste elemento no organismo e compara-los com os resultados obtidos por
ICP OES. As condigdes escolhidas para temperatura de pirélise e de vaporizagdo
foram 1000 °C e 2400 °C, respectivamente, utilizando 800 pug de W, como
modificador permanente, e 15 ug e 10 ug, respectivamente, de uma mistura de
Pd+Mg, como modificador em solugéo. O valor determinado para a concentragdo
de S no material certificado de referéncia NCS DC73347a (cabelo humano) esta de
acordo com o descrito em seu certificado, bem como as concentragdes de S
determinadas em 14 amostras de cabelo, que estdo em concordancia com as
determinadas por ICP-OES de acordo com teste t-pareado (95 % de confianca), o

gue comprova a boa exatidao do método proposto.

Palavras chave
Analise de cabelo; Enxofre; Modificadores quimicos; HR-CS GF MAS.
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Abstract

Marrocos, Vitor Cornaqui Pereira; Saint’Pierre, Tatiana Dillenburg (advisor);
Lepri, Fabio Grandis (co-advisor). Development of method for
determination of sulfur in hair by high-resolution continuum source
molecular absorption spectrometry and graphite furnace. Rio de Janeiro,
2019. 79 p. Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

In the presented work it is proposed the development of an analytical method
for sulfur determination by high-resolution continuum source graphite furnace
molecular absorption spectrometry (HR-CS GF MAS). The samples were prepared
by acid dissolution and the calibration standards containing sulfate, thiourea, L-
cysteine were studied as a function of their different thermal stabilities and its
capability for matrix matching. The HR-CS GF MAS technique is an interesting
alternative for sulfur determination, since its capability to perform an interference-
free analysis due to its high resolution monochromator that allows to overcome the
spectral overlapping and by the use of the graphite furnace as atomizer which
minimizes the matrix effects before the analytical measurement. The aim of this
work is to develop an analytical method for sulfur determination in hair samples by
HR-CS GF MAS, in order to evaluate the levels of this element in the human body
and to compare them with the results obtained by ICP OES. The chosen conditions
for pyrolysis and vaporization temperatures were 1000 °C and 2400 °C,
respectively, using 800 pug of W as permanent modifier combined with 15 ug and
10 ug, respectively, of Pd+Mg mixture as modifier in solution. The value
determined for S concentration in the certified reference material NSC DC73347a
(human hair) was in agreement with those reported in its certificate, as well as sulfur
concentrations determined in 14 hair samples, which are in agreement with those
determined by ICP-OES according to the t-paired test (95 % level of confidence),
which proves the good accuracy of the proposed method.

Keywords
Hair analysis; Sulfur; Chemical modifiers; HR-CS GF MAS.
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“O que € um homem sem sonhos?
Eu nunca vou deixar de sonhar.”

(Gustavo Barud, in memoriam)
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1
Introducao

A anélise de tecidos e fluidos corporais é a principal forma de determinar a
concentracdo de elementos presentes no organismo humano para os mais diversos
propdsitos, por exemplo, identificar e elucidar os possiveis danos ao organismo cuja
causa esteja relacionada as deficiéncias ou excessos de certos elementos. Cabelo,
sangue e urina, dentre outros, s&0 materiais importantes para investigacdo dos
efeitos do habitat, fontes ocupacionais ou nutricionais, desordens metabdlicas ou
possiveis envenenamentos do individuo. No entanto, a determinacdo a partir do
cabelo é uma forma menos invasiva, em relacdo a anélise sanguinea, que abrange
um maior tempo de vida do individuo, e geralmente a concentracdo dos elementos
é cerca de 50 a 100 vezes maior quando comparada aos valores encontrados no
sangue ou urina. Além disso, é uma matriz menos complexa e mais estavel que o
sangue, por exemplo, que tende a mostrar um quadro pontual ou recente, e a
concentracdo elementar presente no soro pode nao corresponder aquela de todo o
organismo, pois as concentracdes no sangue sdo controladas por mecanismo
homeostatico. (Ozbek & Baysal, 2017; Wotowiec et al., 2013)

Compostos gque contém S sdo essenciais para 0 organismo e suas principais
fontes de consumo na dieta estdo associadas as proteinas, formadas por
amino&cidos sulfurados tais como metionina, cisteina e taurina, além de enzimas,
coenzimas, horménios e sulfatos inorganicos (Ozbek & Baysal, 2017; Parcell,
2002). Os aminodacidos sulfurados desempenham um papel importante na
manutencg&o e integridade do sistema celular, por influenciar no estado redox da
célula, e sua capacidade de eliminacdo de compostos toxicos, radicais livres e
espécies reativas de oxigénio. Em mamiferos, os aminoacidos sulfurados que se
destacam sdo a metionina e a cisteina, cada um contribui para o ciclo celular do S
organico e, geralmente, para a homeostase do S, bem como desempenham um papel
importante no metabolismo. Os sulfatos inorgénicos, obtidos a partir da ingestao ou
do metabolismo intracelular de aminoacidos sulfurados, desempenham papel
importante no crescimento, desenvolvimento e metabolismo de humanos e outros

mamiferos. Por outro lado, radicais sulfatos podem bioativar alguns compostos
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Capitulo 1. Introducéo 16

relacionados a processos de carcinogénese, como no caso de aminas
heterociclicas (Dawson, 2011; He et al., 2019; Townsend et al., 2004). O consumo
diario de S, via aminoacidos, varia de 13 a 25 mg kg™ para um adulto, sendo a
proteina da carne a principal fonte de ingestdo deste elemento. Valores abaixo do
recomendado podem acarretar caréncia de S no organismo que, por sua vez,
resultam em unhas e cabelos quebradicos, perda de cabelo e aumento do risco
cardiaco, além de outros distarbios. (Parcell, 2002)

A determinacdo de S pode ser realizada por diversas técnicas, desde as
classicas, como gravimetria e volumetria, além das instrumentais como
espectrofotometria de absorcdo molecular no UV-Vis e fluorescéncia de Raio-X,
porém, tratando-se de técnicas espectroscopicas, as comumente utilizadas sdo as
espectrometria de emissao 6tica ou de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES e ICP-MS, respectivamente). (Ozbek & Baysal, 2017) A determinagéo
de S por estas técnicas apresenta algumas limitacfes, a analise por ICP OES é
dificultada devido ao fato de suas linhas de ressonancia situarem-se na regido de
UV de vacuo, abaixo de 180 nm, na qual os gases da atmosfera também absorvem
radiacdo. O mesmo é valido para a técnica de espectrometria de absorcdo atbmica
(AAS), que nos primordios da determinacédo de S por esta técnica foi utilizada uma
lampada de descarga sem eletrodo, para aumentar a quantidade de radiacédo emitida,
ou uma lampada de catodo oco de As que emite radiacdo no comprimento de onda
de 206,98 nm, mesma regido de absor¢do da molécula SO2. Welz et al., 2007)

Tratando-se da determinacdo por ICP-MS, existe a interferéncia isobarica do
dimero 0,* sobre o0 is6topo mais abundante do enxofre (*2S), com abundancia
relativa de 94,93 %, sendo necessario 0 uso de instrumentacdo com célula de
reacdo/colisdo para corrigir esta interferéncia, além do fato do S apresentar alta
eletronegatividade e, por consequéncia, baixa eficiéncia de ionizac¢do no plasma de
Ar (cerca de 20 %). Portanto, o uso da espectrometria de absor¢do molecular de alta
resolucdo com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF MAS) torna-se uma
alternativa interessante para determinacédo de S, por apresentar limites de deteccéo
e quantificagdo considerados satisfatorios para a determinacdo do S em diversas
matrizes, aliada a menor possibilidade de interferéncias espectrais devido as suas
bandas de absor¢éo molecular com estrutura rotacional fina, entre 257 nm e 259 nm

com largura na metade da altura maxima (FWHM, do inglés full width at half
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maximum) semelhantes as linhas de absor¢do atébmica. (Ferreira et al., 2010;
Heitmann et al., 2006; Welz et al., 2005)

1.1
Objetivos

1.1.1
Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho é desenvolver um método para
determinar S em cabelo humano, utilizando como preparo da amostra a dissolucao
acida, e a espectrometria de absorcdo molecular de alta resolugdo com fonte
continua com forno de grafite (HR-CS GF MAS) para quantificagdo elementar via

absorcdo molecular.

1.1.2
Objetivos Especificos

- Estudar o comportamento térmico do S em solucBes aquosas preparadas a
partir de diferentes formas quimicas do analito (sulfato, tioureia e L-cisteina), e nas
amostras, apés dissolucdo acida, com curvas de pir6lise e vaporizacdo na auséncia
e presenca de diferentes modificadores quimicos sob a forma permanente (W) e sua
mistura com modificadores em solucéo (Pd+Mg).

- Avaliar qual a forma quimica do S mais apropriada para emprego na
calibracdo do método pela medida de curvas analiticas preparadas a partir de
padrdes aquosos utilizando sulfato, tioureia e L-cisteina.

- Ajustar o programa de temperatura do forno de grafite para a determinacéo
de S, a partir de curvas de pirolise e vaporizacdo, e 0 uso de diferentes
modificadores quimicos, tanto sob a forma permanente como em solucdo, e suas
misturas.

- Determinar os parametros de mérito (limites de deteccdo e quantificacao,
faixa linear, preciséo) do método proposto.

- Avaliar a exatiddo do método proposto pela analise de material certificado
de referéncia (CRM) de cabelo humano, e também pela comparacdo estatistica dos
valores obtidos por HR-CS GF MAS e ICP OES.
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2
Fundamentacao Teodrica

Pelo fato de a taxa de crescimento do cabelo ser relativamente, a anélise de
cabelo torna-se uma alternativa viavel para elucidar o estado fisico do individuo em
longo prazo. Por nédo participar do ciclo homeostatico do organismo, a concentracao
dos elementos no cabelo retrata melhor a condigdo real do individuo quando
comparada as amostras de sangue ou urina e, por este fato, as concentracfes sao de
50 a 100 vezes maiores do que nestas outras duas matrizes. Além disso, a coleta de
amostras de cabelo é feita de forma menos invasiva e € uma matriz mais estavel.
Porém, a andlise de cabelo ainda ndo é considerada uma ferramenta aceitavel para
estudos de biomonitoramento, j& que as condi¢des ambientais do local, dieta, entre
outros fatores, dificultam o estabelecimento de padrbes de referéncia. (Ozbek &
Baysal, 2017; Pozebon et al., 2017)

2.1 Cabelo

Para humanos, o cabelo é notoriamente conhecido como um simbolo de forga,
poder e beleza, levando a uma preocupagdo com status social e estilo que, por sua
vez, alimenta o crescimento continuo das industrias de cosméticos. Além disso, o
cabelo tem sido objeto de estudo nos ultimos anos, a fim de determinar sua
morfologia e composicdo. Sabe-se até entdo que o cabelo é formado por fibras
proteicas organizadas em cadeias de a-queratinas e subdivida em proteinas fibrosas
e globulares. As proteinas fibrosas, ou insoluveis, diferenciam-se das globulares
pela sua forma alongada e por desempenharem um papel importante na estrutura da
célula animal e em tecidos, na sua grande maioria. A cisteina € 0 aminoacido mais
comum presente nas proteinas do cabelo e é um dos elos, junto a demais
aminoéacidos, que da origem as pontes de disulfeto. Estas pontes sdo responsaveis
pela baixa solubilidade e alta estabilidade térmica do cabelo. (Popescu & Hdocker,
2007; Pozebon et al., 2017)

A fibra capilar, demonstrada na Figura 1, € um tecido multicelular formado

por diferentes componentes que possuem propriedades quimicas singulares e, de
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modo geral, sua estrutura é composta pela cuticula e cortex - podendo haver ou ndo
a presenca de uma medula, sua formagéo estaré relacionada ao tipo de células que
formam o cabelo, porém sua presenca nédo interfere nas propriedades mecanicas
deste. O cortex é a regido que compde a maior massa estrutural do cabelo e é
integrado por células corticais, compostas por macrofibrilas e material
intermacrofibrilar, e complexo de membrana celular. As macrofibrilas, por sua vez,
sdo formadas por microfibrilas ricas em queratina e filamentos intermediarios —
associados a proteinas ou ndo - que juntos irdo compor a matriz intermicrofibrilar
contendo restos citoplasmaticos e nucleares. (Carneiro, 1999; Peregrino, 2016;
Popescu & Haocker, 2007)

Cuticula

Medula

Figura 1 - Morfologia do cabelo (adaptada de Popescu & Hécker, 2007)

A cuticula forma uma camada externa responsavel por armazenar a melanina,
composto encarregado pela coloracdo do cabelo, e por proteger o cértex e a medula
de possiveis danos causados por tratamentos quimicos, exposicdo excessiva a luz,
dentre outros. Cada célula da cuticula é formada por quatro camadas com diferentes
teores de disulfetos e ligacOes isodipeptidicas, encontradas comumente na cisteina,
que serdo responsaveis pela sua resisténcia mecanica e caracteristica hidrofobica,
sendo estas: epicuticula, camada A, exocuticula e endocuticula. (Carneiro, 1999;
Kintz et al., 2015; Peregrino, 2016; Popescu & Hdcker, 2007)

O foliculo capilar é o local onde o cabelo ira desenvolver-se, esta localizado
cerca de 4 mm abaixo da epiderme e estard sempre associado as glandulas sebaceas,
no caso de foliculos na regido da cabeca, e apdcrina, encontrada na regido da axila
e do pubis. A estrutura do foliculo capilar € composta por duas camadas, uma

externa e outra interna, e o bulbo. A camada externa se encontra mais proxima da
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glandula sebacea e é responsavel pelo transporte de células que irdo promover o
crescimento do cabelo e sua pigmentacdo enquanto a camada interna prové
estrutura para a organizacao celular até a formacao do fio cabelo e sua erupcao pela
derme. (Harkey, 1993; Kintz et al., 2015; Tobin, 2005)

O crescimento do cabelo é dependente de alguns fatores como idade, sexo,
gravidez e nutricdo, dentre outros, e se da de forma ciclica dividida em quatro
estagios: anagena, catagena, telégena e exogena. A fase anagena — também
conhecida como fase de crescimento do foliculo capilar — pode durar, em média, de
2 a 6 anos, com uma taxa de crescimento de 10 mm por més, e ocorre a partir da
producdo de proteinas no bulbo capilar. A fase catadgena, ou estagio de regresséo,
dura alguns meses e nela ocorre o encerramento da divisao celular e a fibra capilar
se descola da papila, assim, o bulbo comeca a se degenerar e o foliculo emerge em
dire¢do a superficie do couro cabeludo. Por fim, a fase tel6gena, ou fase de repouso,
que procede a fase catdgena, seguida da fase exdgena, onde ocorre a completa a
expulsédo do fio do foliculo capilar a medida que um novo fio é formado no bulbo e
reiniciando o ciclo. (Carneiro, 1999; Kintz et al., 2015; Peregrino, 2016; Popescu
& Hocker, 2007; Pozebon et al., 2017)

2.2
Andlise de cabelo para determinacéo elementar

A andlise de cabelo remonta ao século XIX, quando houve a preocupacdo de
avaliar a exposicdo de humanos ao ambiente que viviam. Dai em diante, foi dado
inicio a estudos com objetivo de avaliar se a concentragdo de elementos encontrados
no cabelo refletiria sua real concentracdo no corpo humano como um todo. No
entanto, devido a auséncia de valores de referéncia destas concentracdes
ocasionado, principalmente, por mudancas de habitos alimentares, ocupacionais,
ambientais - para citar alguns fatores - a analise de urina e sangue ainda eram
preferenciais para elaborar esse tipo de diagnostico. Com o desenvolvimento de
novas técnicas analiticas e a crescente demanda por analises que pudessem ilustrar,
em médio e longo prazo, o perfil de elementos tragco em humanos, principalmente
para fins nutricionais e toxicologicos, o cabelo tornou-se uma matriz de interesse
constante em estudos desenvolvidos a partir da década de 1970. (Pozebon et al.,
2017; Wotowiec et al., 2013)
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Muito ainda se discute a respeito do emprego do cabelo como um instrumento
para biomonitoramento, pois, como citado anteriormente, existem diversos fatores
que podem influenciar as concentracdes encontradas. Sabe-se que os elementos sdo
incorporados no foliculo capilar a partir da interacdo deles com os grupos tidis dos
aminoacidos ou a partir da interacdo ibnica entre cations e grupos carboxilas
presentes na melanina, contudo, torna-se dificil distinguir se a concentracdo é
proveniente de fontes exdgenas ou endogenas. Ha também pouca concordancia
sobre o procedimento adotado para o preparo de amostra, incluindo lavagem e
dissolucdo, e valores de referéncia que podem variar de estudo para estudo.
(Popescu & Hocker, 2007; Pozebon et al., 2017)

Um dos trabalhos pioneiros no Brasil foi desenvolvido por Boischio &
Barbosa (1993) com o objetivo de quantificar a concentracdo de mercurio organico
em populagdes ribeirinhas em Rondonia, onde, devido a atividade de garimpo de
ouro, grande quantidade deste elemento é liberada e absorvida, principalmente, por
peixes que, por sua vez, sdo a principal fonte de consumo destes individuos.
Segundo os autores, 51 % das amostras de cabelo analisadas apresentaram valores
superiores a 10 ppm, significando elevado risco a salde podendo resultar,
principalmente, em danos severos ao sistema nervoso central.

No trabalho de Llorente Ballesteros et al. (2017), foi realizado um
levantamento das concentracdes de elementos no cabelo de criancas e adolescentes
na tentativa de estabelecer valores de referéncias para a regido de Madrid, na
Espanha, a fim de ilustrar um quadro de exposi¢do ambiental destes. Os elementos
Al, As, Ag, Ba, Bi, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr, Tl e Zn foram
determinados em 648 criancas e adolescentes, de ambos sexos, utilizando a técnica
de ICP-MS. Os resultados obtidos pelos autores mostraram que a concentracéo da
maioria dos elementos tende a diminuir ao longo da idade, com excecdo do Zn.
Além disso, as concentragdes dos elementos foram maiores, com excec¢édo do Tl, em
voluntarias do sexo feminino quando comparadas aquelas encontradas em
voluntarios do sexo masculino.

No estudo realizado por Carneiro et al. (2011) na regido sul do Brasil,
amostras de cabelo de 167 adolescentes, entre 12 e 18 anos, foram analisadas
utilizando também a técnica de ICP-MS com o intuito de avaliar as concentracdes
de elementos considerados nutrientes, como Zn e Cu, e tdxicos, como As e Pb, por

exemplo. Os resultados obtidos pelos autores apontaram uma baixa concentracéo
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de elementos toxicos presentes nos individuos de ambos 0s sexos, no entanto, ndo
houve pardmetro de limites estabelecidos para concentracOes destes metais no
cabelo. Quando os resultados foram comparados entre individuos do sexo
masculino e do feminino, pdde-se observar semelhanca estatistica, com exce¢édo ao
Hg que foi encontrado em maior concentracdo em individuos do sexo masculino.

Embora ndo tenha havido concordancia entre os resultados encontrados,
pode-se perceber que houve uma relacdo entre as concentracfes de metais e 0
género dos individuos, bem como com a idade, fatores nutricionais, habitacionais,
dentre outros. De modo geral, as concentragdes de alguns metais tendem a diminuir
ao longo do tempo - quando os individuos ndo estdo sujeitos a algum tipo de
contaminacdo exogena (areas industriais, por exemplo) -, e outros metais como, por
exemplo, Ca e Mg, mostram aumento progressivo nas mulheres se levado em
consideracdo as caracteristicas fisiolégicas do corpo feminino. Outro aspecto
relevante é o habito alimentar, pois o cabelo é considerado um 6rgao excretor, e 0s
alimentos influenciam as concentracdes dos metais no cabelo. Por exemplo,
individuos que fazem alto consumo de produtos processados tém concentracfes
elevadas de Na e P, enquanto aqueles que consomem café possuem concentracdo
elevadas de Al, Ni, S e Ti. Além disso, mulheres tendem a ter concentracdes
maiores de Sr, em relacdo aos homens, devido a maior ingestdo de vegetais, nos
quais o Sr é encontrado em grande quantidade. (Tamburo et al., 2016; Zaichick &
Zaichick, 2010; Chojnacka et al., 2010)

Os fatores ocupacionais s@o relevantes principalmente como tracadores de
contaminacdo exdgena dos individuos por exposicdo a elementos considerados
toxicos, tais como Pb, As, Cd e Hg. Dentre contaminantes de fonte exdgena pode-
se citar residuos de poluicéo proveniente de atividades industriais, e até de produtos
farmacologicos e cosméticos (Pereira et al., 2004; Rodrigues et al., 2008). Outro
exemplo de contaminacdo é citado por Varrica et al. (2014) que avalia as
concentragcdes de elementos em amostras de cabelo de criangas que residem
préximo a uma mina abandonada na regido da Sardenha, Italia. Sabe-se que regides
onde ha a atividade de mineracdo sdo altamente susceptiveis a poluigcdo do ar e
contaminacdo de solo e &gua e, com base nisso, 0 autor pode perceber que as
concentragfes de elementos toxicos eram maiores em criangas da regido citada

quando comparadas aquelas que ndo estavam expostas a tal contaminacao.
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Esta exposicdo a elementos tdxicos, citada no paragrafo anterior, pode
acarretar sérios problemas a satde humana. Com o passar do tempo, tem sido
crescente a preocupacao em tracar as possiveis consequéncias destes elementos no
organismo e, com isso, a analise capilar torna-se um instrumento interessante para
ilustrar o quadro de possiveis doengas ndo somente ocasionadas por contaminagdo
exogena, como também aquelas que tem como causa fontes enddgenas. Contudo,
alguns cuidados devem ser tomados durante a construcdo de um diagndstico
baseado nos resultados encontrados, pois, como o cabelo ndo participa do ciclo
homeostatico, as concentragBes encontradas nas amostras podem ndo refletir a
biodisponibilidade destes elementos no mesmo. Assim, todos os fatores citados —
idade, género, ambiental etc. - corroboram para uma dificil determinacéo do perfil
de concentracdo dos metais presentes em humanos considerados saudaveis que
sirva como parametro para comparar com aqueles que podem apresentar alguma
anomalia fisioldgica. (Peregrino, 2016; Pereira et al., 2004; Pozebon et al., 2017;
Szynkowska et al., 2015)

As concentracdes de metais essenciais e toxicos devem respeitar os limites
necessarios para o bom funcionamento do organismo. Por exemplo, criangas
autistas possuem concentracGes menores de S no cabelo e aquelas diagnosticados
com sindrome de Down possuem concentra¢fes maiores de Mg, P, I, Cr, Si, Zn e
Pb. Criancas do sexo masculino com episodios de epilepsia possuem deficiéncia de
Mg, Ca, Cu e Fe. (Grabeklis et al., 2019; Ozbek & Baysal, 2017; Wotowiec et al.,
2013). Também, concentracdes elevadas de Ni podem estar associadas a valores
elevados de colesterol e trigliceridios, assim como as concentracdes de Ca e P
podem estar relacionadas com equilibrio 6sseo. Em disturbios mentais e motores, a
analise capilar pode ajudar a identifica-las de forma que os cuidados necessarios
sejam tomados antes de um possivel agravamento do quadro. (Carneiro et al., 2002
apud Miekeley et al., 2001; Sazakli & Leotsinidis, 2017)

O que contribui para a falta de concordancia entre os valores ou intervalos de
referéncia para as concentracdes recai também sobre a auséncia de padronizacao
dos procedimentos de lavagem e decomposic¢ao das amostras, o que pde em xeque,
inclusive, os valores apresentados por muitos laboratérios que realizam a analise de
mineralograma capilar. Um processo de lavagem ideal é aquele que ird remover
exclusivamente metais provenientes de fontes exdgenas, deixando apenas aqueles

de fontes enddgenas, pois serdo estes resultados que irdo dar suporte para a
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construcdo de um quadro clinico ou toxicologico, por exemplo. Os cuidados com
procedimento de decomposicdo de amostra se dao pelo tipo de técnica que sera
empregada para a determinacdo dos elementos tracos no cabelo, por conta de
possiveis perdas por volatilizagdo de compostos, interferéncias, entre outros, além
de garantir que os resultados sejam confidveis. (Mikulewicz et al., 2013; Tsanaclis
etal., 2018)

Atualmente, as técnicas utilizadas sdo a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de emissdo ética com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), por serem técnicas de alta capacidade analitica,
com baixos limites de deteccdo para maioria dos metais estudados durante a analise
capilar, no entanto, ha na literatura estudos que empregam outras técnicas, como
espectrometria de absorcdo atbmica com chama ou com atomizador eletrotérmico
(F AAS e ET AAS, respectivamente), espectrometria de fluorescéncia atdmica
(AFS), espectrometria de absorcdo atdbmica com geracao de hidreto (HG AAS) ou
de vapor frio (CV AAS), entre outras. (Pozebon et al., 2017; Raposo et al., 2014)

Apesar das desvantagens apresentadas, a analise capilar mostra-se eficiente
em diversos aspectos. A amostragem de cabelo é ndo-invasiva, portanto, indolor
para doadores ou pacientes, exige menor consumo de materiais, como seringas, e
as concentracbes de elementos sdo de 50 a 100 vezes maiores do aquelas
encontradas em outras matrizes biologicas, como sangue e urina, €, com isso, 0
cabelo tem capacidade de ilustrar um quadro de exposi¢do em médio a longo prazo,
de acordo com a taxa de metabolismo de cada individuo, além de ser uma matriz
mais estavel. (Esteban & Castafio, 2009; Pozebon et al., 2017. Wotowiec et al.,
2013)

2.3
Importancia do enxofre no organismo

O S e 0 décimo elemento mais abundante na crosta terrestre e o terceiro mais
abundante em plantas e animais. No corpo humano, o S pode ser encontrado de
diversas formas e estados de oxidag&o, como demonstrado na Figura 2. A fonte
principal de S para o organismo esti relacionada a amino&cidos ricos neste

elemento, tais como cisteina e metionina e, destes aminoacidos originam proteinas
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importantes, como albumina, que representa cerca de 55 % de todas as proteinas
presentes no sangue, e queratina, que é responsavel pelo processo de construcéo do
foliculo capilar discutido anteriormente. O principal meio de obtencdo destes
aminoacidos ¢ atraves da ingestdo de proteina animal, em sua maioria, e estes seréo
responsaveis pela manutencdo e integridade do sistema celular, por influenciar no
estado redox da célula, e sua capacidade de desintoxicacdo de compostos tdxicos,
radicais livres e espécies reativas de oxigénio. N&o existem valores bem definidos
entre as principais agéncias mundiais de salde para a quantidade de S necessaria
para 0 organismo, no entanto, h& um consenso geral de que a ingestdo de
aminodcidos sulfurados minima esta entre 13 e 25 mg kg™ por dia, 0 que equivale
a 910 mg por dia para um adulto de 70 kg, aproximadamente. A Tabela 1 apresenta
os valores necessarios destes aminoacidos para cada faixa etaria. (Dawson, 2011;
Ozbek & Baysal, 2017; Parcell, 2002; Townsend et al., 2004)

Tabela 1 - Consumo base de aminoacidos sulfurados de acordo com a idade (Adaptada de
Parcell, 2002)

) ) 3a4d Entre 10 e 12
Aminoacidos Até 2 anos Adultos
meses anos
Metionina +
Cisteina (mg kg™ 58 27 22 13
por dia)

Enxofre

elementar

' Sulfito (SO42)| | Sulfato (SO,?) |
Compostos
organicos
(aminoacidos e
proteinas)

Figura 2 - Ciclo do enxofre no organismo (adaptada de Parcell, 2002)
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Estes amino4cidos possuem sitios ativos em sua estrutura que permitem a
ligacdo entre este e metais, formando compostos quelatos que poderdo ser
excretados do organismo. A cisteina, principal componente da queratina, é o
aminoacido sulfurado de maior relevancia na matriz capilar devido a sua
abundancia. E encontrado na sua forma oxidada nas pontes disulfeto responsaveis
pela baixa solubilidade e alta estabilidade térmica do cabelo, como j& discutido
anteriormente. No entanto, a sua deficiéncia no organismo esta relacionada, na
literatura, a algumas desordens metabdlicas que podem causar doencas de
Alzheimer e Parkinson, ou até mesmo ser marcador para a sindrome de Down.
(Almeida et al., 2018; Lau et al., 2004; Ozbek & Baysal, 2017) A metionina, por
sua vez, é o aminoacido que dara origem aos demais compostos sulfurados, tais
como a propria cisteina, sulfatos, taurina, entre outros compostos que fazem parte
do ciclo de metabolismo do S no organismo demonstrado na Figura 3. Além disso,
€ um aminoécido que, por meio de suas enzimas, ajuda a reduzir os efeitos do alcool
e da doenca de Parkinson. Contudo, o crescimento de células cancerosas, por
exemplo, € dependente da metionina. (Parcell, 2002; Pozebon et al., 2017,
Townsend et al., 2004)

Ingestao

i

Metionina
SAM
glicina
CH;‘——i::’K:::>,
sarcosina
SAH
. Homocisteina
sl
H.0 o s
Cistationina

®

Cisteina
NH4 t
aminobutirato ‘ @
Acido cisteina sulfinico

< N\

Hipotaurina Acido cisteico

N\ '

Taurina

Figura 3 - Ciclo de metabolismo da metionina no organismo. Siglas: SAM — S-adenosilmetionina; SAH — S-
adenosilhomocisteina; (1) Metionina adenosiltransferase; (2) Glicina N-metiltransferase; (3) Cistationina p-
sintase; (4) y-cistationina; (5) Acido cisteina sulfinico descarboxilase (Adaptado de Townsend et al., 2004)
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Como demonstrado na Figura 2, os sulfitos, toxicos para o sistema nervoso,
sdo metabolizados por enzimas a sulfatos que, por sua vez, sd&o compostos
fundamentais para o crescimento e desenvolvimento de mamiferos por participar
de processos metabdlicos e celulares. Outras fontes de obtencéo dos sulfatos sdo a
agua mineral ou proteinas animais, ricas em aminoacidos sulfurados, que serdo
metabolizadas dando origem ao mesmo. No entanto, o ciclo do sulfato no
organismo € curto, uma vez gque sao facilmente excretados pela urina. Com papel
fundamental no crescimento e desenvolvimento, os sulfatos tornam-se
preponderantes para a formagéo e evolucdo do feto durante a gestagéo, no entanto,
0 bebé ainda na placenta ndo possui capacidade de produzir quantidade suficiente
do composto, com isso, a principal fonte de obtencdo torna-se ingestdo maternal.
Em contrapartida, os sulfatos podem estar presentes em produtos toxicos que
podem ocasionar a formacdo de células cancerigenas. (Dawson, 2011; He et al.,
2019; Parcell, 2002)

Sabe-se que os compostos sulfurados podem desempenhar, no organismo,
tanto um papel benéfico quanto maléfico. No que diz respeito ao cancer, Parcell
(2002) e Wang & Guo (2008) abordam em seus trabalhos o uso do S como agente
minimizador dos efeitos colaterais que o tratamento contra o0 cancer, seja
radioterapia ou quimioterapia, causa nos pacientes submetidos ao mesmo. O
primeiro trabalho (Parcell, 2002) aponta o uso de suplementacéo de S, na forma
purificada, antes da radioterapia em pacientes em cancer cervical que, segundo 0s
resultados apresentados, proporcionou uma diminuicao significativa na reacdo do
organismo a radiacdo, pois, uma vez que 0 objetivo é retardar o processo de
reproducdo do DNA modificado, os grupos tidis tendem a proteger contra a
radiacdo excessiva mitigando os efeitos colaterais. Ja no segundo trabalho (Wang
& Guo, 2008), foi estudado o papel do S no tratamento quimioterapico utilizando
platina e chegou-se a conclusédo de que, embora 0 S pudesse prevenir 0 organismo
contra a toxicidade apresentada pelo tratamento, dependendo da sua forma quimica

metabolizada, poderia também afetar a efetividade da droga no combate da doenca.
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2.4
Espectrometria de absorgcdo atdbmica de alta resolugcdo com fonte
continua (HR-CS AAS)

24.1
Historico

A espectrometria de absor¢do atdbmica com fonte continua (CS AAS) surgiu
com objetivo de tornar a AAS uma técnica mais competitiva frente a outras técnicas
de espectrometria conhecidas, tais como ICP OES e ICP-MS, pois, diferentemente
da absorcdo atbmica com fonte de linha (LS AAS), caracteristica para determinacéao
monoelementar, permitia a determinacdo multielementar simultanea ou sequencial
com uma lampada de radiacdo continua e um monocromador de alta resolucdo. No
entanto, as fontes utilizadas tornavam a quantificacdo pelas linhas de absorcédo
deixadas no espectro continuo da luz, principio da técnica de absorcdo atdmica,
menos interessantes frente a determinacdo pelas linhas de emissdo dos a&tomos,
proposta para a técnica de ICP OES. (Welz et al., 2005)

Outros estudos utilizando ou a fonte continua ou uma série de lampadas de
catodo oco de forma sequencial, de modo que viabilizasse também a analise
multielementar, foram realizados ao longo dos anos. Porém, o uso da técnica ainda
era limitado devido as falhas no sistema de correcao de fundo e baixa sensibilidade,
que resultavam em interferéncias espectrais, curva analitica com regressdo linear
ruim e resultados ndo confiaveis. Estas dificuldades comecaram a ser superadas a
medida que novas tecnologias foram sendo propostas como, por exemplo, 0 uso de
uma lampada de deutério (ou de nednio) como sistema de correcdo de fundo, um
monocromador de alta resolugdo contendo uma rede de difracdo do tipo Echelle
para melhorar a selecdo dos comprimentos de onda e da ldmpada de arco curto de
Xe como fonte de radiacdo continua. Todos estes elementos associados deram
origem ao primeiro equipamento de HR-CS AAS proposto por Becker-Ross e
Welz, cujo esquema instrumental é demonstrado na Figura 4. (Ferreira et al., 2018;
Welz et al., 2007)
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Detector de
estado sélido /-~

Monocromador de alta resolucdo

Figura 4 - Esquema do espectrometro de absorcdo atdmica de alta resolu¢do com fonte continua (adaptada de
Welz et al., 2007)

Em relacdo ao equipamento convencional para medidas de absor¢do atdbmica
que trabalha com fonte de linha, isto &, requer uma lampada de catodo oco para cada
elemento a ser determinado, o HR-CS AAS apresenta algumas vantagens como
maior estabilidade de sinal do analito, melhor correcdo do fundo - que é realizada
com auxilio da propria fonte de radiacdo - e analise multielementar sequencial ou
simultdnea, no entanto, sua aplicacdo como tal é limitada devido a janela de
observacdo do espectro, disponivel para este equipamento, ser de apenas 0,2 nm.
(Resano et al., 2013; Welz et al., 2005)

2.4.2
Lampada de arco curto de Xe

Para substituir as lampadas de catodo oco da absorcdo atdmica de linha era
necessario uma fonte continua que pudesse emitir radiacdo em toda regido do
espectro visivel e ultravioleta de vacuo (comprimentos de onda menor do que
190 nm) com intensidade e amplitude de banda superior aguela emitida pelas fontes
de linha, a fim de obter melhores limites de deteccdo que justificassem seu uso.
Com isso, uma lampada de arco curto de Xe foi desenvolvida e passou a ser
utilizada como fonte de radiacdo. Nela, dois eletrodos sé&o posicionados numa
distdncia menor que 1 mm e a ldmpada é preenchida com gas Xe com pressao de

17 bar, quando desligada. Assim, quando uma diferenca de potencial € aplicada,
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forma-se uma descarga elétrica capaz de formar um plasma no interior da lampada
que alcanca temperatura de aproximadamente 10000 K, este fendbmeno é chamado
de hot-spot mode na literatura. A lampada opera com poténcia de 300 W e sua
ignicdo € iniciada a partir de um pulso de alta voltagem, aproximadamente 30 kV,
e para manter a temperatura de trabalho controlada sem sofrer superaquecimento,
um sistema de resfriamento a agua é utilizado. O tempo de vida Gtil de uma ldampada
deste tipo ira variar de acordo com seu uso, porém, estima-se que apos 1000 h de
trabalho, sua eficiéncia diminua cerca de 25 %. (Welz et al., 2003, 2005)

2.4.3
Sistemas de atomizacgéo

Os sistemas de atomizacdo da absorcdo atbmica sdo: chama e atomizacéo
eletrotérmica. No sistema de atomizacdo com chama, mais comum técnica em
absorcdo atdbmica, a amostra passara pelo processo de dessolvatagdo, fusdo e
atomizacdo. A composicdo da chama pode ser alterada de acordo com as
propriedades fisico-quimicas do analito de interesse, isto €, alguns metais
refratarios, como, por exemplo, V, requerem um tipo de chama composta por N.O
e CoH> por fornecer mais energia para sua atomizacdo (Welz & Sperling, 1999).
Entretanto, tratando-se da determinacéo realizada por espectrometria de absorgéo
atdbmica de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS)
neste trabalho, o enfoque serd dado ao sistema de atomizacao eletrotérmica por
forno de grafite por apresentar valores de limites de deteccdo e quantificacdo
menores em relacdo a chama, além de permitir melhor simplificacdo da matriz da
amostra durantes as etapas de aquecimento.

O uso da atomizagdo eletrotérmica na espectrometria de absorcdo atbmica
(ET AAS) foi iniciado em 1959 com objetivo de diminuir a quantidade de amostra
utilizada para determinacdo e melhorar os limites de deteccdo para alguns
elementos, porém, devido as dificuldades para otimizacdo desta técnica, seu
emprego passou a ter maior aceitabilidade somente a partir dos estudos realizados
por L’vov que introduziu o conceito da plataforma, comercialmente feita de grafite
pirolitico, dentro do tubo (conceito STPF). No entanto, a rapida mudanca do sinal
de fundo do equipamento, derivado de componentes da matriz da amostra, ainda

era um desafio que mesmo os mais sofisticados sistemas de corre¢édo da época, por
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efeito Zeeman, ndo eram suficientes para retifica-lo, porém, com o surgimento da
lampada de arco-curto de Xe e sua capacidade de emitir radiacdo de alta intensidade
numa faixa continua, tais interferéncias passaram a ser minimizadas. A partir dai,
com a utilizacdo dos tubos com plataforma, a concentracdo do analito na amostra
tornou-se funcdo de uma absorvéncia integrada que é medida pelo numero de
atomos absorvidos em relagdo ao tempo do vapor atbmico gerado dentro da zona
analitica. (Sadagov & Katskov, 2001; Welz & Sperling, 1999)

Havia também a possibilidade do aquecimento do forno de grafite ser feita
tanto na forma transversal quanto na forma longitudinal. Um fator que possuia, e
ainda possui, peso relevante na atomizacao por forno de grafite é o tempo que cada
analise demandava e isso dava-se também pelo fato do tempo perdido durante cada
etapa de aquecimento do tubo. Os tubos com aquecimento longitudinal nédo
apresentavam aquecimento homogéneo ao longo de toda sua estrutura, o que levava
ou a mais tempo de aguecimento ou a maior energia empenhada para tal, partindo-
se, por exemplo, para a atomizacao a partir da temperatura ambiente. Com isso, 0s
tubos com aquecimento transversal passaram a ser empregados, pois apresentavam
melhor distribuicdo do calor ao longo de todo seu comprimento, diminuigdo do
tempo de analise, minimizacdo de interferéncias de matriz e extinguindo a
necessidade de resfriamento das paredes entre cada etapa de aquecimento. Além
disso, uma grande vantagem do forno de grafite é a possibilidade de simplificar a
matriz da amostra a partir de etapas progressivas de aquecimento (pirélise) que,
uma vez otimizadas, minimizardo interferéncias causadas por efeito de matriz da
amostra. (Li et al., 1993; Valdivia et al., 2018; Welz et al., 2007). A técnica de
amostragem de sélidos em conjunto com a de fonte continua possibilita a analise
da amostra diretamente inserida na plataforma do forno sem necessidade de
decomposic¢éo ou extracdo do analito, reduzindo o tempo de preparo e gastos com

materiais e solventes.

2.4.3.1
Modificadores quimicos

Outro avango importante na absorcao atbmica com uso de forno de grafite foi
a utilizacdo de modificadores quimicos na tentativa de facilitar o processo de

atomizacdo de elementos refratarios, minimizando a formagdo de carbeto
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termicamente estaveis e/ou estabilizacdo térmica de espécies volateis. Os

modificadores podem ser aplicados de duas formas, seja em solucdo ou em forma

permanente como revestimento da plataforma do forno, e os mais comuns utilizados

sdo metais com elevado ponto de fusdo, tais como Pd, Pt, Ir, W e Zr, por exemplo,

ou suas misturas. (Silva et al., 2007; Valdivia et al., 2018)

Segundo Ortner et al. (2002), o mecanismo de funcionamento dos

modificadores ainda ndo € claro, porém, existem alguns “fatos”, citando os autores,

que sdo pertinentes a todos os tipos de modificadores utilizados na espectrometria

de absorcédo atdbmica com vaporizagdo eletrotérmica com forno de grafite (GF AAS)

e serdo listados a seguir:

Modificadores permanentes: como ja mencionado, a formacdo de
carbetos com analito de interessante torna-se um impeditivo para a
analise utilizando forno de grafite devida a elevada estabilidade
térmica que demandara maior energia para que se rompa a ligagédo
formada. Porém, ao utilizar, por exemplo, Zr ou W como modificador
permanente, na forma de recobrimento da plataforma do forno, evita-
se a formacdo de carbetos com o analito, aumentando, assim, a
sensibilidade do método e prolongando o tempo de vida util do forno.
Este recobrimento pode ser realizado tanto por impregnacéo, adi¢ao
de um montante sobre a plataforma do forno, ou por eletrélise, onde
aplica-se uma diferenca de potencial para que o elemento se deposite
sobre a plataforma;

Penetracdo de analitos na plataforma do forno: durante a etapa de
secagem e de pir6lise da amostra, tanto analito quanto modificador
podem penetrar em até 30 um na plataforma de grafite, o que dificulta
a sua liberagédo durante a etapa de atomizagdo. Modificadores como
Pd e Mg, ou sua mistura, por exemplo, facilitam a retencdo do analito
na fase gasosa, evitando perdas por volatilizacdo, e sua posterior
liberacdo durante a atomizacao. De acordo com Sadagov & Katskov
(2001), o Pd, como modificador em solucéo, transfere energia para 0s
atomos do analito na fase vapor de forma a promover sua excitagéo e
reduzir o tempo de residéncia do mesmo no interior do forno;

Metais do grupo da platina ou formadores de carbeto sdo utilizados

para se intercalarem, ndo somente com o carbono presente na
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plataforma do forno, como também para a formacdo de compostos
junto com o analito de interesse que, posteriormente, serdo
atomizados. No entanto, compostos presentes na matriz da amostra
também podem promover tal intercalacdo. Por exemplo, uma matriz
rica em HNO3z podera, por este processo, resultar numa queda de
sensibilidade com poucas queimas e, com isso, reduzira o tempo de

vida atil do forno por corrosao;

Assim, os modificadores possuem papel fundamental na analise por forno de
grafite de modo a combinar-se tanto com o analito quanto com a matriz da amostra
com objetivo de prevenir perda de analitos volateis antes da sua atomizacao,
permitindo a decomposicdo da matriz da amostra, e de reduzir possiveis
interferéncias espectrais por &tomos ou moléculas, concomitantes ao analito, que
possam absorver a radiacdo da lampada, causando sobreposicdo no espectro.
(Schlemmer & Welz, 1986)

A vida util do forno de grafite pode ser dividida em 3 fases: a primeira, que
dura aproximadamente 20 ciclos de queimas, é caracterizada por elevados valores
de desvio-padrao e desvio-padrao relativo (RSD). A intermediaria, marcada por alta
sensibilidade e baixo RSD, é considerada a fase 6tima de trabalho de um forno de
grafite e pode durar até centenas de ciclos de queima a depender, principalmente,
da temperatura necessaria para atomizacao do analito. E a terceira — e Gltima — fase
do forno é caracterizada pela diminuicédo da sensibilidade e consequente degradacédo
da repetitividade. Nesta fase, atinge-se o tempo de vida atil de um forno, pois suas
paredes e plataforma estardo mais deterioradas, tanto pelos ciclos de queimas
continuos, quanto pelo ataque que muitas vezes ocorre por componentes da matriz
da amostra. Isto contribui para 0 aumento de formacdo de carbetos estaveis, que
diminuirdo também a sensibilidade do analito. Portanto, o recobrimento da
plataforma do forno com modificadores permanentes é uma forma eficaz de
amenizar esta indesejada formacdo, além de elevar o tempo de vida util do forno,
fazendo com que 0 mesmo possa suportar centenas de ciclos de queimas sem
comprometer sua capacidade analitica. (Burylin & Temerdashev, 2013; Ortner et
al., 2002)
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2.4.4
Monocromador de alta resolucéo

A técnica de HR-CS AAS utiliza um monocromador de alta resolugédo
formado por um prisma e uma rede de difracdo do tipo Echelle. Em relagdo aos
monocromadores utilizados na LS AAS, este tipo de monocromador fornece
resolucdo superior, de 2 a 3 ordens de magnitude, e, por conseguinte, maior
possibilidade de evitar a sobreposicdo de linhas espectrais. Existem dois tipos de
monocromadores: DEMON (Double Echelle Monochromator), modelo disponivel
comercialmente, e ARES (Array Echelle Spectrograph). Ambos funcionam com o
mesmo principio, em que o feixe de luz da [ampada de arco curto de Xe, apos ter
passado pelo atomizador, é colimado pela fenda de entrada e espelhos, para, em
seguida, passar duas vezes pelo prisma antes de chegar a rede de difracdo e, em
seguida, chegar ao detector. A diferenca entre estes dois tipos de monocromadores
estd na montagem e realizacdo da analise sequencial. Enquanto o DEMON é
montado na configuragdo Littrow e precisa que os analitos de interesse possuam
linhas espectrais sensiveis suficientes para sua quantificacdo, e que respeitem a
janela espectral de 0,2 nm, o ARES atende pela conformacéo tipo tetraédrica e
permite a melhor separacdo das linhas espectrais, bem como a medicdo da
intensidade de sinal do fundo - causado por outros elementos ou moléculas
presentes na amostra - e separacao deste sinal de fundo do sinal emitido pelo analito,
além de permitir a analise simultdnea. Ao monocromador ARES ainda pode ser
acoplado o DSI (Dispersive Slit Illumination) para melhorar a resolugéo das linhas
espectrais que estdo localizadas na regido do UV, possibilitando um intervalo de
medida de comprimentos de onda entre 200 e 800 nm emitidos pela fonte continua.
(Fernandez et al., 2018; Welz et al., 2005; Welz & Sperling, 1999)

245
Detector

Apos o feixe de luz atravessar a fenda de saida, este precisara ser convertido
de intensidade de sinal para valores que representem, de fato, a radiacdo absorvida
pelo analito durante a etapa de atomizacdo. De modo geral, segundo Welz et al.
(2005) um detector utilizado em um equipamento de absorcéo atdmica com fonte

continua deve fornecer elevada eficiéncia quantica da regido do UV até o
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infravermelho, baixo ruido, leituras rapidas e sequenciais, alta capacidade de
saturacdo e resolugdo espacial para um ndmero de pixels bidimensionais, além do
baixo custo. Para tal, os detectores mais comumente utilizados na absorc¢éo atbmica
sdo os tubos fotomultiplicadores ou dispositivos de carga acoplada. O dispositivo
de carga acoplada (CCD) € mais utilizado em trabalhos envolvendo HR-CS AAS.
Ele permite a determinacdo multielementar simultdnea ou sequencial, além de
valores considerados satisfatorios para a saturacao, distribuicdo dos pixels e ruido
de fundo. (Fernandez et al., 2018; Ferreira et al., 2018; Welz et al., 2007)

2.4.6
Interferéncias

Segundo a IUPAC, em técnicas espectrométricas, a interferéncia é um erro
sistematico em uma medida causada pela presenca de um concomitante na amostra.
Estas interferéncias sdo normalmente divididas em espectrais e de matriz.
Interferéncias espectrais sao causadas devido ao isolamento incompleto da radiagao
absorvida pelo analito de outra radiacdo ou radiacdo absorvida detectada e
processada pelo sistema de medicdo. Com interferéncias de matriz, o nimero de

atomos de analito livres, e, portanto, o sinal medido, é afetado diretamente.

2.4.6.1
Interferéncias espectrais

Assim como na LS AAS, a HR-CS AAS também esta sujeita a este tipo de
interferéncia, ainda mais tratando-se de uma lampada de fonte continua, emitindo
radiacdo em toda regido do visivel e algumas regides do UV e do infravermelho.
Os tipos de interferéncias espectrais mais comuns sdo: sobreposi¢do de linhas
espectrais de outros elementos ou moléculas, que absorvem radiacdo no mesmo
comprimento de onda do analito de interesse, radiagdes coincidentes que ndo foram
devidamente separadas pelo monocromador e dispersdo da radiacdo causada por
particulas. A sobreposicdo de linhas espectrais de outros elementos, primarias ou
secundarias, pode ser eliminada ou minimizada pelo monocromador de alta
resolucdo citado anteriormente, a melhor separacao das linhas espectrais pela dupla
passagem do feixe pelo prisma e, posteriormente, pela rede de difracdo, faz com

que as chances de ocorrerem este tipo de interferéncia espectral sejam basicamente
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nulas. No entanto, em relagdo as bandas de absor¢do molecular, 0 HR-CS AAS
conta com sistema de correcédo de fundo (background correction) desempenhado
com a proépria fonte de radiacdo, que permite a medicdo em tempo real do sinal de
fundo e, com isso, a minimizacéo deste tipo de interferéncia extrapolando o sinal
gerado por comprimentos de onda adjacentes através de método matematico de
minimos quadrados. (Welz et al., 2005; Welz et al., 2007; Welz & Sperling, 1999)

No forno de grafite, a absorcdo de radiacdo por componentes da matriz da
amostra pode também causar interferéncias espectrais, portanto, faz-se necessaria a
otimizacdo adequada do programa de temperatura em prol de elimina-las ou
minimizé-las. Outra forma de minimizar possiveis interferéncias espectrais € com
0 uso de modificadores quimicos que irdo agir de forma a prevenir, por exemplo, a
co-volatilizacdo de outras espécies que poderdo absorver radiacdo nagquele mesmo
comprimento de onda de interesse (Welz & Sperling, 1999). Por exemplo, na
determinacdo de S em amostras bioldgicas realizada por Ferreira et al. (2010), os
autores utilizaram W como modificador permanente e Pd como modificador em
solucdo, para estabilizar termicamente a molécula CS e evitar a co-volatilizacéo de
outras espécies que poderiam causar interferéncias espectrais no sinal do analito de

interesse.

2.4.6.2
Interferéncias de matriz

As interferéncias de matriz causam uma variagao na quantidade de &tomos do
analito na nuvem atomica e, por consequéncia, afeta diretamente a medida de
absorvéancia. A interferéncia de matriz mais comum de se encontrar ocorre devido
a supressdo do sinal do analito. Outra possibilidade se da pelo efeito de solvente,
no entanto, este torna-se mais facil de contornar pois a curva analitica devera ser
construida utilizando o mesmo solvente, conhecido como assemelhamento de
matriz, logo, a analise das amostras estara sob a mesma condig¢do, minimizando
efeitos de transporte. Especificamente no forno de grafite, as interferéncias podem
estar relacionadas a co-volatilizagdo do analito junto ao solvente durante a etapa de
pirdlise, isto pode ocorrer pela forte interacdo do analito com o solvente que nao foi
apropriadamente resolvida pela temperatura, rampa e tempo de aquecimento, ou

pela rapida expansdo dos gases formados, expulsando o analito do forno. Por outro
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lado, o analito também podera formar compostos com a matriz da amostra que séo
formadores de carbetos termicamente estaveis que ndo serdo atomizados, a ndo ser
com uso de grande quantidade energia para romper a ligacao ou, preferencialmente,
com o uso de modificadores quimicos. (Fernandez et al., 2018; Welz et al., 2007:
Welz & Sperling, 1999)

Outro tipo comum de interferéncia € o efeito de memoria. Este efeito ocorre
quando a energia fornecida, durante a etapa de atomizacao, ndo é suficiente para
que todo o analito, presente na nuvem atbmica, seja atomizado, com isso, a
plataforma do forno continuara com uma concentragdo remanescente deste
(elementos refratarios) causando um efeito acumulativo na plataforma do forno.
Assim como no caso anterior, a utilizacdo de modificadores quimicos é a melhor
alternativa a fim de minimizar esta interferéncia por reduzir a quantidade de energia
necessaria para a atomizacao destes elementos, tais como o V cuja literatura aponta
para o uso de Pd em solucdo e/ou W, Rh ou Ir, como modificadores permanentes
depositados na plataforma do forno de grafite. (Quadros et al., 2010; Valdivia et
al., 2018, Welz & Sperling, 1999).

2.5
Determinacao de S por espectrometria de absorcdo molecular

No caso de moléculas diatbmicas, como CS, por exemplo, a transicao
eletrdnica é ponto chave para a determinacdo do enxofre, haja vista que suas linhas
de ressonancia encontram-se no UV (181 nm no caso do S), regido na qual o O2
também ira absorver a radiacdo, causando interferéncias ou exigindo condicfes
muito especificas de operagdo do sistema Otico do equipamento, como, por
exemplo, o uso da purga com Ar, para que consiga quantificar estes elementos numa
regido de UV de vacuo, tornando-a inviavel financeiramente. (Ferreira et al., 2010;
Welz et al., 2005)

Segundo Welz et al. (2005), a transicdo eletronica é caracterizada pelos
seguintes passos: ordem energética do estado eletronico da molécula, o spin total
dos elétrons, 0 momento angular dos elétrons em relagcdo ao eixo vertical da
molécula e as propriedades simétricas da funcdo de onda dos elétrons envolvidos

que irdo descrever a probabilidade de encontra-los em qualquer local da nuvem
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eletronica da molécula. A respeito da molécula CS, foco deste trabalho, as
principais bandas de absorcdo, caracteristico de pequena molécula, encontram-se
entre os comprimentos de onda 257,594 nm e 258,056 nm e € resultado da transicéo

eletronica entre os estados X'=* e AMI, como demonstrado na Figura 5, a seguir.

0.04 T T T T v T

257.961 258.033

0.03 \ / -

0.024 -

Absorvancia integrada (s)

0.014 U

0.00 v T r - : -
257.50 257.75 258.00 258.25 258.50
Comprimento de onda (nm)

Figura 5 - Espectro de absorgéo da molécula CS. Resultado da transicdo eletronica entre os estados X'Z* e
AT destacando-se 0s comprimentos de onda de 257,961 nm e 258,033 nm utilizados neste trabalho
(adaptada de Welz et al., 2005)

A determinacdo de S normalmente € realizada por técnicas volumétricas,
gravimétricas, por espectrofotometria de UV-vis, cromatografia de ions,
fluorescéncia de raio-X, entre outras. (Ferreira et al., 2010) A técnica gravimétrica
é uma das mais antigas para determinacgdo de S, o método consiste na precipitacdo
de SO.%, na forma de BaSO., e sua posterior determinacdo para, em seguida,
correlacionar a concentracdo desta espécie a concentracdo de S total na amostra,
porém, esta técnica demanda elevado tempo de preparo das aliquotas e grande
quantidade de reagentes utilizados neste proposito que, por consequéncia,
aumentam significativamente a quantidade de residuo gerado. (Chesnin & Yien,
1951; Ozbek & Baysal, 2017%) De forma a contornar o problema com gasto de
tempo e reagentes, a turbidimetria passou a ser utilizada. O trabalho pioneiro
desenvolvido por Treon & Crutchfield (1942) determinava a concentragdo de SO4%
em amostras de urina. Contudo, assim como a técnica gravimétrica, permitia apenas
quantificacOes de concentracdes elevadas S, onde os resultados eram expressos em

unidade de percentagem.
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As técnicas de espectrofometria de UV-vis (Kass & Ivaska, 2001),
cromatografia de ions (He et al., 2019 ; Zhong et al.,2012) e fluorescéncia de raio-
X (Drews, 2008), alem dos problemas citados nas técnicas anteriores, sdo altamente
susceptiveis a interferéncias de matriz. Por exemplo, a determinacdo de
espectrofometria de UV-vis é limitada pela absor¢do de ions concomitantes ao
analito que irdo absorver radiagdo emitida, a cromatografia de ions requer a
combustdo completa da amostra, o que poderéa resultar em perda de fracGes volateis
de S,earazdode C, He O, em relacdo ao S, afeta a precisdo dos resultados obtidos
pela determinacdo via fluorescéncia de raio-X.

Com isso, as técnicas espectrométricas de absorcéo atbmica, de massas ou de
emissdo com plasma indutivamente acoplado (AAS, ICP-MS e ICP OES,
respectivamente) tornaram-se uma via alternativa para sua determinacdo. No
entanto, como citado anteriormente, as linhas de ressonancia do S encontram-se na
regido de UV onde a sua determinacéo € interferida pelo oxigénio presente no ar.
Isto poderia ser superado com um sistema de purga de Ar, porém, deixaria a analise
mais custosa e demorada, fazendo com que o uso das técnicas de ICP OES e AAS
seja desconsiderado dadas as circunstancias. Quanto a analise por ICP-MS, existe
ainterferéncia isobarica do dimero 0" sobre 0 is6topo mais abundante do enxofre
(®?S) sendo necessario uso de uma célula de reacio/colisdo para superar este
problema, tornando a analise mais trabalhosa e cara. Sendo assim, a analise via
absorcdo molecular (HR-CS GF MAS) torna-se uma alternativa vidvel para a
determinacdo de S, ja que o sistema de correcdo de fundo do equipamento permite
medicdo em tempo real possibilitando sua determinacdo por moléculas diatbmicas
concomitantes ao analito na amostra. (Baumbach et al., 2013; Ferreira et al., 2010;
Ozbek & Baysal, 2017?)

A determinacdo de S via absor¢do molecular pode ser feita através de
moléculas diatbmicas, tais como a molécula CS, ja mencionada, ou GaS, SnS, entre
outros sulfetos. No entanto, a parte fundamental da selecdo da molécula que sera
utilizada é o comprimento de onda e a for¢a da ligacdo que une o elemento ndo-
metalico ao seu contra-ion. A molécula diatbmica comumente utilizada para
determinacdo S é o sulfeto de carbono (CS), cuja forca de ligagcdo € igual a
713 kJ mol™ e apresenta bandas de absorcdo de alta intensidade em 257,961 nm e
258,033 nm, como mostrado na Figura 5. Ainda assim, a determinacgdo de S via

absorcéo molecular esté sujeita a interferéncias devido ao diferente comportamento
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térmico das espécies de S. Em relagdo as interferéncias, estas estdo basicamente
relacionadas a formacédo da espécie CS; durante a etapa de pirélise, esta espécie é
altamente volatil, e, para torna-la termicamente estavel, faz-se necessario o uso de
modificadores quimicos. Os mais comuns e que apresentaram melhores resultados,
segundo a literatura, sdo Pd ou Pd+Mg, em solugdo, em combinagdo com W ou Zr,
como modificador permanente. Em relacdo ao comportamento térmico das
diferentes espécies de S, ainda mais acentuado quando se faz uso do forno de grafite
como atomizador, 0 mais adequado é realizar um estudo de temperatura para estas
espécies e verificar qual apresenta maior similaridade em relacdo a amostra que sera
analisada. Contudo, sabe-se que espécies inorganicas de S, tais como SOs* e SOz*
, S80 mais estaveis termicamente do que as espécies organicas, como tioureia e L-
cisteina. (Ferreira et al, 2010; Heitmann et al., 2006; Ozbek & Baysal, 2017%
Pereira et al., 2018)

Por exemplo, 0 método proposto por Camera et al. (2017) buscava determinar
a concentracao de S em amostras de coque verde de petrdleo utilizando HR-CS GF
MAS. As amostras foram tratadas com Triton X-100 e as medidas realizadas no
comprimento de onda de 258,033 nm. O modificador quimico KOH (1,0 %) foi
empregado para estabilizacdo térmica da espécie CS e solugdo-padrdo de CH4N2S
utilizada para construcdo da curva analitica. Segundo o estudo de temperatura
realizado, as temperaturas de pirélise e vaporizacdo escolhidas foram 1000 °C e
2600 °C, respectivamente, e a validagdo da exatiddo do método feita com material
certificado de referéncia NIST 2718 que apresentou bons valores de recuperacéo,
de acordo com os autores do trabalho.

Embora grande parte das determinacdes de S, na literatura, seja feita via
absorcdo da molécula CS, outras moléculas, como, por exemplo, SnS também
podem ser utilizadas levando em consideracdo os critérios descritos anteriormente.
No trabalho realizado por Cadorim et al. (2016) foi desenvolvido um método para
determinacdo de S em amostras de petréleo cru. A banda de absor¢do da molécula
SnS selecionado foi no comprimento de onda de 271,624 nm e os modificadores
quimicos Ir, Pd, Ru e Zr foram testados. Os autores concluiram que o melhor
modificador para a determinacdo do S foi o Pd, utilizando temperatura de pirélise
e vaporizacao de 600 °C e 2000 °C, respectivamente.

A respeito dos modificadores quimicos que podem ser empregados na

determinacéo de S, Nakadi et al. (2014) utilizou nanoparticulas de Pd, sintetizadas
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partir de solugdes de Pd(NO3)2 e de PdClI>, para a determinagéo de S, via absorgéo
da molécula CS no comprimento de onda de 258,056 nm, em amostras de diesel a
partir de uma emulsdo formada ou com surfactantes (Triton X-100 ou Triton X-
114) ou com alcool (etanol, n-propanol, isopropanol ou n-butanol), além da
introdugdo direta da amostra na plataforma do tubo de grafite. Os resultados obtidos
mostraram que 0 emprego de nanoparticulas, tanto derivado da solu¢do de NOz',
quanto de CI, foi eficiente para estabilizacdo térmica das espécies de S, e que a
emulsdo formada com utilizacdo do etanol mostrou-se mais adequada. Neste
estudo, uma solucdo-padrdo de tioureia foi considerada mais adequada para
calibracdo do método proposto o que, segundo Ozbek & Baysal (2017?), é esperado,
uma vez que espécies organicas, presentes na amostra analisada e na solucao-
padrdo, sdo melhor estabilizadas com modificadores na forma metalica (como
nanoparticulas, no caso citado).

Vieira et al. (2019) testou a aplicacdo de Zr, como modificador permanente,
combinado a mistura de Pd e Ca, como modificador em solucdo, para a
determinacdo de S, via HR-CS GF MAS monitorando a banda de absorcdo da
molécula CS no comprimento de onda de 258,056 nm, pela introducgdo direta de
solidos na plataforma do tubo de grafite. Os autores utilizaram uma mistura de
(NH4)2S04, CsH7NO2S e CH4N,S para construcdo da curva analitica e encontram
bons resultados para regressao linear entre pontos de concentracéo de 0,2 ug a 4,0
ug de S. As temperaturas de pirdlise e vaporizacdo utilizadas foram 400 °C e
2300 °C, respectivamente. A validacdo da precisdo do método foi realizada a partir
da andlise dos materiais certificados de referéncia NIST 8415, 8414 e 16482 que,
segundo os autores do trabalho, apresentaram resultados de recuperacao
satisfatorios.

No entanto, a determinacdo de S em cabelo desenvolvida por Ozbek & Baysal
(2017) via HR-CS GF MAS néo faz mengéo ao uso de modificadores quimicos,
tanto em solugdo, como na sua forma permanente, para estabilizacdo térmica das
diferentes espécies quimicas de S que podem ser geradas durante o processo de
queima. Para isso, as amostras de cabelo foram tratadas com HNO3, aquecidas a
110 °C e imediatamente analisadas a fim de evitar a perda de frac6es volateis. Os
autores monitoraram a banda de absor¢do da molécula CS no comprimento de onda
de 258,056 nm e reportaram valores satisfatorios de recuperagdo para o material
certificado de referéncia NCS DC73347 e ZC 81002b empregando temperaturas de
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pirolise e vaporizacdo de 1000 °C e 2400 °C, respectivamente, a solugdo-padréo de
Na.S para construcdo da curva analitica.
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3
Materiais e Métodos

3.1
Instrumentacao

Todos os experimentos para o desenvolvimento do método para determinacao
de S via absorcdo molecular da espécie CS foram realizados utilizando um
espectrometro de absorcao atbmica de alta resolu¢do com fonte continua Analytik
Jena ContrAA 700, equipado com forno de grafite com aquecimento transversal e
tubos de grafite com plataforma integrada e recobrimento pirolitico, amostrador
automatico modelo MPE 60 (Analytik Jena), lampada de arco curto de Xe de 300
W de poténcia operando em modo hot-spot e gas argdnio (99,9 %) usado como gas
de purga. A caracteristica da alta resolucdo do espectrdmetro se da pelo uso do
duplo monocromador DEMON e um detector CCD, com resolugdo de 5 pm por
pixel, além disto, 0 equipamento permite que dois ou mais comprimentos de onda
sejam utilizados para medidas simultaneas. As medi¢cdes foram realizadas,
simultaneamente, nos comprimentos de onda de 257,961 nm e 258,033 nm (pixel
central £ 2) que, dentro do espectro de absor¢do da molécula da CS, sdo as bandas
de maior intensidade, como demonstrado na Figura 5. Estes comprimentos de onda
foram reportados como 257 nm e 258 nm, respectivamente, na construcdo deste
trabalho.

As analises por ICP OES foram feitas em um espectrdmetro Optima 7300 DV
Perkin Elmer (USA), empregando condigOes operacionais recomendadas pelo

fabricante e apresentas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Condicdes operacionais do ICP OES para determinacdo de S em cabelo

A (nm) 181,975
Vazdo de Ar no plasma (L min) 15
Vazdo do gas auxiliar (L min-1) 0,60
Taxa de nebulizacdo (L min?) 0,55
Poténcia (W) 1400
Modo de observacgéo Axial
Taxa de aspiracdo (mL min) 1,5

Balanca analitica digital Sartorius, modelo BL210S, com precisdo de 0,1 mg,
foi utilizada para pesagem de amostras e materiais de referéncia certificado.

3.2
Materiais e Reagentes

Agua ultra-pura (Gehaka, Master All, Resistividade de 18,2 MQ cm), HNO3
65 % (m/m) (Vetec, Brasil) bidestilado abaixo do seu ponto de ebuli¢éo, H202 30
% (v/v) (Suprapur, Merck, Brasil), (CH3).CO P.A. (Isofar, Brasil) foram os
reagentes utilizados no preparo das amostras.

Solugio-padrdo de NaSOs (1000 mg L™?), cloridrato de L-cisteina
monohidratada (CsH7NO2S.HCI.H20) (Vetec, Brasil) e tioureia (CH4N2S) (Vetec,
Brasil) foram empregados, devidamente diluidos com &gua ultrapura, para
construcdo de curva analitica de calibracdo externa com pontos de concentracédo de
S equivalentes a 20, 40, 60 e 80 mg L™1. A determinagdo por ICP OES se deu
utilizando a mesma solucdo de calibragdo de Na>,SO4 para a construcéo da curva de
calibragdo externa com pontos de concentragdo igual a 10, 20, 50 e 100 mg L™ de
S.

O material de referéncia de cabelo NCS DC73347a (China National Analysis
Center, Beijing, China) foi analisado em paralelo para avaliar a exatiddo do método.

Solugdes de Pd(NOs), e Mg(NO3)2 10.000 mg L (Merck KGaA, Alemanha)
foram apropriadamente diluidas para serem empregadas como modificadores
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quimicos em solugdo. Uma solugio-padrdo de Na,WO4 1000 mg L (Merck KGaA,
Alemanha) foi utilizada para deposicdo do modificador permanente.

3.2.1
Amostragem e preparo das amostras

As 14 diferentes amostras de cabelo foram cortadas da parte de tras da cabeca
(nuca), utilizando uma tesoura sem ponta, rente ao couro cabeludo, sendo retirada
uma ou mais mechas, de modo a obter uma massa de aproximadamente 1 g de
cabelo. Os primeiros 5 cm de comprimento, a partir da raiz, foram separados para
analise, sendo descartado o restante. Para cabelos mais curtos do que 5 cm, foram
retiradas varias mechas pequenas até completar a massa requerida. As amostras
foram identificadas e armazenadas em sacos plasticos para serem tratadas no
laboratdrio. O procedimento adotado é o recomendado pela Agéncia Internacional
de Energia Atdmica (IAEA). (Ryabukhin, 1976)

Seguindo o procedimento descrito por Miekeley et al. (1998), as amostras de
cabelo foram lavadas com 3 ciclos intercalados de 20 mL de acetona e 20 mL de
agua deionizada em banho ultrassénico por 15 min, encerrando-se a lavagem com
acetona. Em seguida, as amostras foram levadas para secagem em estufa a 60 °C
durante 12 h e depois pesadas. Este procedimento de lavagem, além de remover
contaminantes de fonte exdgenas, remove o0s tratamentos pelos quais o cabelo pode

ter sido submetido.

3.2.2
Dissolucao das amostras

Assim como o método de lavagem considerado adequado para remover
impurezas das amostras, provenientes de fonte exdgenas, muito também se discute
a respeito do melhor procedimento de dissolucdo da amostra para andlise
multielementar de cabelo. (Pozebon et al., 2017). O procedimento adotado €
descrito e adaptado de Carneiro (1999), no qual cerca de 0,25 g das amostras de
cabelo foi pesado, com auxilio de balancga analitica, em tubos de polipropileno com
capacidade de 50 mL, e tratadas com 2,5 mL de HNO3 (14 mol L) bidestilado por
periodo de 12 h. Em seguida, as amostras foram submetidas a aquecimento em

banho-maria, em frasco fechado, a 100 °C por 5 h até que uma solucdo limpida
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fosse formada. Apos, foi adicionado 1 mL de H2O. e as amostras submetidas ao
aquecimento, novamente a 100 °C por 15 min e, por fim, os tubos foram
avolumados a 25 mL com agua ultra-pura. Antes da determinagdo instrumental,
uma aliquota de 1 mL de cada amostra foi adicionada a um novo tubo de
polipropileno e avolumadas a 10 mL, resultando num fator de diluigéo final de,
aproximadamente, 1000 vezes em relacdo a massa de amostra utilizada. O material
certificado de referéncia foi submetido ao mesmo procedimento de decomposicéao
e diluicdo, assim como um branco da amostra foi preparado a partir da adi¢do dos
reagentes citados a um frasco sem amostra, seguindo também o procedimento
descrito. Uma das amostras foi selecionada ao acaso para a realizagdo do estudo de

temperatura de pirolise e vaporizacéo, discutido na secdo posterior.

3.3
Modificadores quimicos

Uma solugdo mista contendo Pd(NOs)2 e Mg(NOz)2, com concentragdo
equivalente a 1500 mg L™ e 1000 mg L, respectivamente, foi empregada com o
objetivo de estabilizar as espécies quimicas de S no forno de grafite. Comumente,
neste caso em particular, modificadores quimicos agem para uniformizar e
estabilizar termicamente as espécies quimicas de S, evitando a perda de analito pela
volatilizacdo da espécie CS> durante a etapa de pirdlise (Pereira et al., 2018). Desta
forma, em um frasco de polipropileno de 10 mL, foram adicionados 1,5 mL da
solugéo de Pd(NO:s)2, 1,0 mL da solugéo de Mg(NOs)2 e, a seguir, avolumadas, para
10 mL com &gua ultra-pura. No momento da introdu¢do da amostra no forno, 10 puL
da solucéo foi depositada sobre a amostra antes que o programa de temperatura do
forno se iniciasse.

Ainda segundo Ferreira et al. (2010) e Pereira et al. (2018), com objetivo de
evitar a formacéo de carbetos de S e aumentar o sinal analitico, uma solugéo-padréao
de Na,WO; 1000 mg L™ foi empregada como modificador permanente depositado
na plataforma do tubo de grafite. Assim, antes do inicio da analise das amostras
propriamente dita, a plataforma do forno de grafite foi revestida com 20 injecGes de
40 pL da solugdo em questdo e submetida ao programa de temperatura descrito na

Tabela 3, totalizando uma massa de 800 ug de W depositados sobre a plataforma.
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Pelo programa de recobrimento utilizado no software do equipamento, primeiro a
solucdo foi introduzida 20 vezes e o programa foi realizado até a etapa 2, para, em
seguida, dar sequéncia as demais etapas. Durante a andlise das amostras e do
material de referéncia, aproximadamente a cada 20-25 ciclos de queima, novos

recobrimentos foram realizados com objetivo de evitar a perda de sensibilidade.

Tabela 3 - Programa de temperatura de revestimento do forno de grafite com solucédo
padrdo de W 1000 mg L!

Temperatura Tempo de espera
Rampa (°C s)
(°C) (s)
Etapa 1 90 5 40
Etapa 2 130 1 60
Etapa 3 1200 300 30
Etapa 4 2100 500 15

34
Andalise estatistica e tratamento dos dados

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata, comparadas
utilizando a técnica de ICP OES e tratadas estatisticamente pelo teste t-pareado por
meio do software R versdo 3.5.3, R Core Team (2015).

O software R é um programa com linguagem computacional para tratamento
de dados estatisticos e criacdo de gréaficos. Ele fornece uma gama de tratamentos
estatisticos, tais como modelagem linear ou ndo-linear, analise de séries temporais,
testes estatisticos classicos, dentre outros, além de saidas graficas para os dados
gerados, com qualidade de publicac¢do, produzida com simbolos matematicos e
formulas. O software R é de livre acesso e pode ser encontrado facilmente em
qualquer mecanismo de busca eletrénico, aléem disso, como possui cddigo-fonte
aberto, qualquer usuario com conhecimento de linguagem computacional pode
incluir ou modificar pacotes, desenvolver novas fungdes etc., tornando-o uma
ferramenta colaborativa. (Urbanek & Plummer, 1993)

O teste de Shapiro-Wilk, proposto em 1965, é um teste estatistico para avaliar
a normalidade da distribuicdo dos dados coletados a partir de uma analise

significativa de um grupo em relacdo ao outro. Este teste é uma ferramenta
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importante para posteriores testes estatisticos por determinar a natureza dos dados
que estdo sendo tratados. Os valores de probabilidade irdo, por sua vez, indicar se
pode-se rejeitar ou ndo a hipotese nula de que a distribui¢do ndo decorre de uma
populacdo normal. Assim, em caso de valores maiores que 0,05, entende-se que 0s
resultados seguem uma distribuicdo normal. (Shapiro & Wilk, 1965) A estatistica
do teste de Shapiro-Wilk é regida pela Equagdo 1 a seguir.

bZ
W= T o () —%)? Equagdo 1
Onde,
2 7
b= Zn/ An-i+1 X (X-ix1) = X() Se n é par
+1)/2 N
Z(n x4 An-i+1 X (x(n—i+1) - X(i)) se n e impar

O teste t de Student é um teste estatistico para tratamento de dados
paramétricos baseados na média amostral de duas (ou mais) populacbes. A
Equacéo 2 rege o teste e se 0 valor de teaiculado fOr maior que teabelado, rejeita-se a
hipdtese nula (Peternelli & Mello, 2011). No caso do teste t-pareado, analisa-se um
conjunto de dados obtidos por amostras relacionadas, criando uma relagéo de
dependéncia. Este tipo de andlise é utilizado, principalmente, para tratamento de
resultados obtidos entre dois métodos analiticos, a fim de compara-los e avaliar se
pode-se aceitar ou ndo a hipdtese nula de que ndo ha diferenca significativa entre
eles. A Equacéo 3 a seguir rege o teste t-pareado. (Massart et al., 1988; Rietveld &
Van Hout, 2017)

tealc 3 Equacéo 2
n
Onde,
X: média amostral;
w: média populacional;
s: desvio-padrao amostral;
n: tamanho da amostra.
— a ~
tpareado - sd/ Equacéo 3
N

Onde,

- d;
d= Zn : somatorio dos residuos;
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, 2_1(y d)? . 3 )
Sq = W : desvio-padréo dos residuos;

n: tamanho da amostra.

49
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Resultados e Discussao

A espécie CS absorve radiacdo de forma estruturada na regido espectral em
torno de 258 nm, como pode ser observado na Figura 6. Este espectro rotacional é
referente a transicdo eletronica X'X* — A, apresentado em formato
tridimensional, obtido para o material certificado de referéncia NCS ZC81002b,
empregado por Ozbek & Baysal (2017) na determinagcdo de S em amostras de
cabelo de criancas com autismo. O perfil das bandas de absorcao encontradas neste
estudo foi semelhante. Nela, pode-se perceber todas as linhas rotacionais de
absorcéo de radiacdo na regido de 257,915 nm a 258,198 nm, com seus respectivos
valores de absorvancia em funcdo do tempo de integragdo. Com isso e com a
versatilidade do HR-CS GF MAS para monitorar mais de um comprimento de onda
numa mesma janela espectral, foram selecionados os comprimentos de onda de
257,961 nm e 258,033 nm.

Absorvancia

= .
258.056 0

Comprimento de onda (nm) 258.198

Figura 6 - Espectro tridimensional da espécie CS do material certificado de referéncia NCS ZC81002b
medido em 258,056 nm (adaptado de Ozbek & Baysal, 2017)

4.1
Otimizacéo do programa de temperatura

O primeiro passo para a otimizacao do programa de temperatura do forno de

grafite foi construir as curvas de temperatura de pirdlise e vaporizagdo, feitas a
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partir de uma amostra de cabelo submetida ao procedimento de lavagem e
dissolucdo descrito na secdo anterior. Com isso, pode-se estabelecer as condigOes
ideias de temperatura de pirélise e vaporizacdo que sdo apresentadas na Figura 7,
onde (a) apresenta as curvas obtida no forno sem revestimento de W na plataforma

e (b) com revestimento de 800 ug de W.

(a) (b)

—— Sem mod. em solugio 0,160 —4— Sem mod. em solugdo

—@— Com 10ul Pd+Mg %0,140 ] m —@— Com 10ul Pd+Mg
=}
b £0,120 A

tegr:

sorvancia in

0,040

Ab

O N s = e G 0000 A A gty TR TN W
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 7 - Estudo de temperatura de pir6lise e vaporizagdo para a espécie CS em uma amostra de cabelo
medido em 258 nm em plataforma: (a) sem e (b) com revestimento de 800 ug de W

Ao analisar as curvas obtidas, foi possivel perceber que o modificador Pd+Mg
em solugdo desempenhou fundamental para a estabilizacdo térmica do analito
aumentando o sinal da absorvancia consideravelmente. Com relacdo ao uso do
revestimento de W na plataforma, pode-se perceber que a absorvancia, com seu uso
junto ao modificador em solucdo, foi até 2 vezes maior em relagcdo a absorvancia
no forno sem o revestimento.

Apbs o estudo realizado, pode-se observar que os valores de absorvancia para
temperaturas de pirolise entre 500 °C e 900 °C sdo semelhantes, apresentando uma
queda a partir da temperatura de 1000 °C, porém, ainda que com uma amostra
extremamente diluida, a matriz bioldgica requer elevadas temperaturas de pirolise
para que 0s compostos presentes sejam decompostos a fim de minimizar possiveis
interferéncias desta natureza. Com isso, fez-se necessario avaliar os perfis
temporais para temperaturas elevadas (neste caso, para temperatura de pirélise de
900 °C e 1000 °C) apresentados na Figura 8.
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Figura 8 - Perfis de absorcao temporal na temperatura de pir6lise de 900 °C (a) e de 1000 °C (b) para uma
amostra de cabelo medida em 258,033 nm

Avaliando os gréaficos apresentados, pode-se observar que, em ambas
temperaturas, os perfis de absorcdo temporal estdo bem definidos e ndo sofrem
influéncia do sinal de fundo. Embora o valor de absorvancia, em funcdo da area
integrada, em 900 °C seja maior que em 1000 °C (0,15326 e 0,13227,
respectivamente), este valor foi obtido analisando-se apenas uma replicata, logo,
pouco pode-se afirmar sobre sua repetividade. Ainda assim, considerando a matriz
bioldgica, foi escolhida a temperatura de pirélise de 1000 °C em prol da melhor
decomposicdo térmica da amostra e, consequentemente, da minimizacdo de
interferéncias relacionadas a esta.

Voltando ao grafico apresentado na Figura 7, nota-se que os melhores valores
de absorvancia encontram-se entre 2300 °C e 2500 °C, portanto, se fez necessario

avaliar os perfis temporais obtidos nestas temperaturas, perfis estes apresentados na

Figura 9.
(a) (b)
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Figura 9 - Perfis de absor¢ao temporal nas temperaturas de vaporizagéo de 2300 °C (a) e de 2400 °C (b) para
uma amostra de cabelo medida em 258,033 nm
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Pelos perfis temporais apresentados, pode-se observar que, em ambas
temperaturas, os perfis de absorcdo temporal estdo bem definidos e ndo sofrem
influéncia do sinal de fundo, tornando desnecessario o0 emprego da temperatura de
2500 °C, o que levaria um desgaste mais acelerado do tubo de grafite. Com isso,
analisando os valores de absorvancia, em funcéo da area integrada, nota-se que estes
foram proximos tanto em 2300 °C quanto em 2400 °C (0,13192 e 0,13165,
respectivamente), porém, a fim de diminuir o tempo de queima nesta etapa e
aumentar o tempo de vida atil do tubo de grafite, foi escolhida a temperatura de
2400 °C por apresentar um tempo de integragdo menor.

Tratando-se da determinacdo de S via absor¢do molecular da molécula CS
estar sujeita a formag&o da espécie CSz na fracao volatil ocasionando incertezas na
sua determinacdo, fez-se necessario avaliar a melhor condi¢do de secagem da
amostra. Foram realizadas duas etapas de secagem, a primeira necessariamente fixa
em 90 °C e a segunda etapa foi analisada variando temperaturas entre 90 °C e
120 °C considerando a resposta da absorvancia em relacdo a cada uma e o tempo
de espera necessario para a secagem da amostra na plataforma do tubo de grafite.

Os valores, medidos para uma amostra de cabelo, foram apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Avaliacdo da condigdo ideal de temperatura de secagem para uma amostra de
cabelo com 10 pL de Pd+Mg em solucéo e revestimento de 800 ug de W na plataforma

Secagem (°C) Absorvancia Absorvancia
em 257 nm em 258 nm

Etapal Etapa?2

90 0,15861 0,15265
100 0,14942 0,14288
% 110 0,15198 0,14052
120 0,15220 0,15767

Com isso, em posse dos estudos realizados, por auxilio das curvas de
temperaturas de pirdlise e vaporizacdo, e da otimizacdo das etapas de secagem,

pode-se chegar ao programa de temperatura descrito na Tabela 5.
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Tabela 5 - Programa de temperatura para determinag@o de S via absor¢cdo molecular da
espécie CS

Temperatura Rampa  Tempode  Vazdode Ar

Etapa
(°C) (°Cs?)  espera(s) (L min)
Secagem 90 5 18 2,0
Secagem 120 5 12 2,0
Pirolise 1000 300 20 2,0
Vaporizagdo* 2400 1500 4 0,0
Limpeza 2650 500 5 2,0

* Medida de sinal analitico

4.2
Avaliacado do uso de modificador quimico em solucgéo

Como ja previsto por Ferreira et al. (2010), o recobrimento com W na
plataforma do forno € necessario para aumentar a sensibilidade do analito a medida
gue o W impede o contato do S com o carbono pirolitico presente na plataforma do
forno na fase condensada, o que, por sua vez, diminuird significantemente a
formacdo da molécula CS». Outros elementos formadores de carbeto, como Zr,
também foram testados pelos autores, no entanto, 0 W apresentou sensibilidade
semelhante e maior. Com isso, foi estudado o volume de modificador Pd+Mg
(1500:1000 mg L) em solugio a ser utilizado para a determinagdo do S em uma
amostra de cabelo. A Figura 10 mostra a variacdo da absorvancia integrada em
relacdo ao volume de modificador nas mesmas condicbes de temperatura e em

ambos comprimentos de onda que foram utilizados para analise de amostras.
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Figura 10 - Estudo de volume de modificador Pd+Mg (1500:1000 mg L) em solugdo, em ambos
comprimentos de onda, para amostra de cabelo com concentragéo de S igual a 45 mg L

Pelo grafico apresentado, nota-se que o uso de modificador em solucdo, junto
ao modificador permanente na forma de recobrimento da plataforma do tubo de
grafite, foi necessario para a estabilizagdo térmica do analito durante a etapa de
pirdlise e vaporizagdo. Este fato foi corroborado pela anélise dos perfis temporais

apresentados na Figura 11.
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Figura 11 - Perfis de absorcéo temporal para uma amostra de cabelo, em forno revestido com 800 pg de W,
medidos em 257,961 nm (a) e 258,033 nm (b) nas condigfes de Tp = 1000 °C e Ty = 2400 °C

Tratando-se de uma matriz bioldgica, temperaturas de pirolise mais altas,
como demonstrado na curva de pirélise da amostra, sdo imprescindiveis para
minimizacao de interferéncias, por outro lado, as mesmas podem ocasionar a perda
do analito na fragdo volatil, devido a formacdo da molécula CS> ja discutida.
Portanto, como pode-se observar na Figura 10, um aumento significativo da

absorvancia foi notado a partir da injecdo da mistura Pd+Mg junto a amostra.
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Notoriamente, as melhores condicOes estariam com volumes de modificador
Pd+Mg maiores que 15 uL, no entanto, um acentuado sinal de fundo foi notado para
utilizacdo deste volume e, com isso, foi considerada a introducdo de 10 uL deste
modificador a partir da avaliacdo dos perfis temporais apresentados na Figura 12.
Além disso, deve-se levar em consideragdo o volume final depositado na plataforma
que, por sua vez, poderd implicar num programa de temperatura mais demorado.
Este volume resultou numa massa de Pd(NOz)> e Mg(NO3)2 igual a 15 e 10 pg,

respectivamente, adicionados a amostra.
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Figura 12 - Perfis de absorcéo temporal com volume de modificador Pd+Mg (1500:1000 mg L) de 10 pL (a)

e de 15 pL (b) para uma amostra de cabelo, medidos em 258,033 nm, em forno revestido com 800 pg de W e
em condic@es de Tp = 1000 °C e Tv = 2400 °C

4.3
Estudo sobre a natureza do padrédo de calibracao

Como discutido por Pereira et al. (2018), as espécies quimicas de S possuem
diferente comportamento térmico durante as etapas de aquecimento do tubo de
grafite, portanto, a escolha da espécie quimica que foi utilizada como solucéo de
calibracdo do método passou também pela estabilizacdo do analito durante a etapa
de pirolise. Com isso, os estudos de temperatura de pirdlise e vaporizacdo de
solugBes de Na;SOa, L-cisteina e tioureia, todas na concentragdo de 50 mg L™,
foram apresentas na Figura 13, respectivamente, com o intuito de avaliar sua

estabilidade nas mesmas condic¢des que foram utilizadas com as amostras.
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Figura 13 - Estudo de temperatura de pirolise e vaporizacdo das diferentes espécies quimicas de S, medidas
em 258,033 nm, utilizando forno revestido com 800 pg de W e 10 pL de uma solugdo de Pd+Mg
(1500:1000 mg L)

As curvas de pirdlise e vaporizacdo para todas as espécies quimicas de S
estudadas (sulfato, tioureia e L-cisteina), sem uso de modificadores quimicos, tanto
sob a forma permanente quanto em solucdo, ndo apresentaram valores de
absorvancia devido a perda do analito nas etapas de aquecimento do tubo de grafite
e, portanto, foram considerados despreziveis para a construcao do grafico.

Contudo, nota-se que as mesmas espécies quimicas de S estudadas
apresentaram estabilidade térmica semelhantes quando utilizados os modificadores
quimicos propostos, isto se da pela capacidade do Pd em uniformizar as diferentes
formas quimicas do S geradas durante a etapa de queima. (Pereira et al., 2018;
Sadagov & Katskov, 2001) O uso do W, como modificador permanente, também
se fez necessario, uma vez que sera responsavel por intercalacdo com o carbono
presente no revestimento pirolitico da plataforma do tubo de grafite evitando a
formagéo da espécie CS,, como ja discutido na secdo anterior. Ainda assim, na
auséncia do modificador em solugdo, os valores de absorvancia obtidos para as
espécies foram praticamente nulos, com excecdo do sulfato, como mostrado na

Figura 14.
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Figura 14 - Estudo de temperatura de pirdlise e vaporizagdo das diferentes espécies quimica de S, medidas em
258,033 nm, utilizando forno revestido com 800 pg de W

Portanto, pode-se perceber que, nas condigdes apresentadas nas Figura 13 e
Figura 14, a solucdo de sulfato foi que apresentou melhor estabilidade térmica
durante as etapas de queima. Isto se da ao fato do sulfato ser uma espécie mais
estavel termicamente, como citado por Pereira et al. (2018), enquanto padrdes
organicos sdao menos estaveis mesmo na presenca do modificador em solugédo
devido as diferentes formas quimicas que podem ser geradas durante a queima
destes e a influéncia do carbono presente no funcionamento do modificador em
solucéo.

Por ultimo, foi importante também avaliar as condi¢des de linearidade das
curvas analiticas utilizando os padr@es citados. Na Figura 15 sdo apresentadas as
curvas analiticas (n=3) obtidas para as diferentes espécies quimicas de S estudadas
medidas em 257 nm e 258 nm. Os limites de deteccdo (LOD) instrumental,
calculado a partir de 3 vezes o desvio-padrdo de 10 medidas do branco dividido
pela sensibilidade, e os limites de quantificagdo (LOQ) instrumental, calculado a
partir de 3,3 vezes o resultado encontrado no LOD, bem como dados da regresséo

linear e valores de F estdo apresentados na Tabela 6.
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Figura 15 - Curvas analiticas, medidas em 257 nm (a) e 258 nm (b), para as solugdes-padréo de tioureia (A),
L-cisteina (m) e sulfato (») nas condicdes de Tp = 1000 °C e Ty = 2400 °C utilizando 10 pL de Pd+Mg
(1500:1000 mg L) em solugéo e revestimento de 800 ug de W na plataforma

Tabela 6 — Coeficiente de determinacdo (R?), Slope (s/mg L™), Limites de detecgdo e
quantificacdo instrumentais (mg L) e valores de F calculado (gL = 4) para as diferentes
espécies quimicas de S a serem utilizadas para calibragdo do método em 257 e 258 nm

Sulfato Tioureia L-cisteina
257nm 258 nm 257 nm 258 nm 257 nm 258 nm
R? 0,9993 0,9992 0,9673 0,9711 0,9123 10,9180
Slope 0,0042 0,0041 0,0033 0,0033 0,0018 0,0018
LODinstrumentaI 0,32 1,33 0,59 0,40 1,09 4,17
L OQinstrumental 1,07 4,39 1,96 1,33 3,61 13,76

Feaic (Ftao=7,7086) 88,715 100,69 31,197 34,232  4091,2 3849,6

As curvas analiticas apresentadas na Figura 15 geraram os graficos de
residuos mostrados na Figura 16. A partir destes graficos, da analise dos dados da
regressao linear e do teste F, pode-se observar que todas as espécies estudadas
poderiam ser empregadas para constru¢do da curva analitica por apresentarem valor
de F calculado maior que o F tabelado, para grau de liberdade igual a 4, guardando
uma relacéo linear, além de apresentarem uma distribuicéo aleatoria dos residuos
das curvas analiticas e valores de LOD e LOQ satisfatdrio para a determinacdo do
S, porém, analisando os coeficientes de determinagéo e sensibilidades, nota-se que
o sulfato apresentou melhores resultados em relacdo aos demais. Sendo assim, estes
dados corroboram os resultados encontrados na literatura sobre as espécies
inorganicas de S serem mais estaveis termicamente do que as espécies organicas,
muito embora também sejam aplicadas em diversos trabalhos sobre a determinacao
de S. (Ferreira et al., 2010, Pereira et al., 2018)

80
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Pode-se perceber que as curvas analiticas construidas com padrdes organicos
comecgam a perder sua caracteristica linear & medida que a concentracdo aumenta,
isto pode estar relacionado a deterioracdo do funcionamento dos modificadores
quimicos. Uma vez que a carga organica aumenta, junto com a concentracao de S,
novas espécies podem estar sendo geradas durante as etapas de queima. Este fato,
no entanto, s6 poderia ser corroborado a partir de uma analise termogravimétrica
para observar o perfil de decomposicéo destas, porém, sabe-se que o teor de C
presente ird influenciar diretamente no funcionamento do modificador quimico e

degradar os resultados da regresséo linear obtidos.
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Figura 16 - Grafico de residuos das curvas analiticas, medidas em 257 nm (a) e 258 nm (b), para as solugdes-
padrao de tioureia (A), L-cisteina (m) e sulfato () nas condigdes de T, = 1000 °C e Tv = 2400 °C utilizando
10 pL de Pd+Mg (1500:1000 mg L-1) em solugdo e revestimento de 800 pg de W na plataforma

4.4
Determinacéo de S por HR-CS GF MAS
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441
Parametros de mérito

A avaliacdo da exatiddo e precisdo do método foi realizada, por meio do
material certificado de referéncia, e os parametros de mérito, tais como limites de
deteccdo instrumental (mg L) e limites de quantificagdo considerando o fator de
diluicio da amostra (mg kg™?), ambos para n=10, obtidos nesta determinacéo sio
apresentados na Tabela 7 a seguir. A validacdo da exatiddo dos resultados
encontrados por ICP OES foi feita com o mesmo material certificado de referéncia
NCS DC73347a e a concentracdo e sua recuperacdo correspondente encontram-se

também Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de LOD instrumental, LOQ do método e a concentracdo de S ha amostra
certificada NCS DC73347a obtidos por HR-CS GF MAS e por ICP OES.

LOD LOQ Concentracao RSD Recuperacio
A (nm) instrumental método obtida para o (%) (po/) ¢
(mgL?)  (mgkg?) CRM(mgkgl) 7 ’
257 0,50 2411 41120 + 760 1,9 98,1
258 1,44 2647 41330 + 310 0,8 98,6
ICP-OES 0,04 72,8 40610 + 510 13 96,9

Pode-se observar que os valores encontrados para o material certificado de
referéncia NCS DC73347a foram concordantes com o valor certificado de
41900 + 1100 mg kg (vide Anexo I), e concordantes para os dois métodos
empregados, de acordo com o teste t de Student com 95 % de confianca. Além disso,
os parametros de mérito e faixa linear foram considerados satisfatorios quando

levadas em consideracdo as concentracGes de S nas amostras.

4.4.2
Analise de amostras e comparacdo com ICP OES

Seguindo o procedimento descrito, submeteu-se as amostras ao programa de
temperatura otimizado, os resultados encontrados para a determinacdo de S em

amostras de cabelo nos comprimentos de onda de 257,961 nm e 258,033 nm foram
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apresentados na Tabela 8. Nela, pode-se observar as médias e desvios-padrdo das
concentracdes medidas em triplicatas, bem como seus respectivos RSD (%).

Tabela 8 - Resultados das concentragdes (em mg kg™) de S em amostras de cabelo por HR-
CS GF MAS e ICP-OES

Técnica
Amostra HR-CS GF MAS ICP-OES

257 nm l?(;)[)) 258 nm l?(;)[)) 181 nm I(QOZ[))
337 44680 + 460 1,0 44870 = 620 1,4 44810 = 240 05
338 43880 + 520 1,2 43570 £ 540 1,2 43240 = 130 0,3
339 44600 + 840 1,9 45270 £ 680 15 44180 + 320 0,7
340 42920 + 1380 3,2 43550 + 1360 3,1 42010 = 270 0,6
341 41480 £ 170 0,4 41690 = 150 0,4 41540 = 130 0,3
342 45400 £ 770 0,8 46520 = 220 0,5 46430 £ 210 04
343 43900 + 680 1,5 44210 £ 690 16 44490 £ 90 0,2
344 44100 + 1140 2,6 44750 £ 1140 2,6 44680 £ 200 0,4
345 43380 + 590 1,4 43730 £ 60 0,1 43690 = 180 0,4
346 43100 + 1070 2,5 43180 = 730 1,7 43590 = 110 0,2
347 42080 + 1600 3,8 42170 £ 1340 3,2 43610 = 250 0,6
348 44530 + 1350 3,0 43430 £ 160 04 43340 £ 20 0,1
349 42310 + 2570 6,1 42870 = 2450 57 42380 + 170 04
350 41610 £ 470 1,1 42830 = 790 1,8 41450 + 310 0,8

A titulo de avaliar estatisticamente os resultados obtidos pela técnica de HR-
CS GF MAS, além da andlise por ICP OES, foram realizados o teste de Shapiro-
Wilk e teste t-pareado bicaudal, com auxilio do software R, para determinar,
estatisticamente, se existiu uma distribuicdo normal dos resultados e também se
houve diferenca entre os resultados obtidos tanto para 0s comprimentos
empregados na técnica de HR-CS GF MAS, quanto na comparacdo dos mesmos
com a técnica de ICP OES, como mostrado na Figura 17.

Os resultados estatisticos e os valores de probabilidade obtidos para o teste
de Shapiro-Wilk para 257 nm, 258 nm e para ICP OES (n = 14) foram:

1. 257 nm: Estatistica = 0,9386; p = 0,4011,
2. 258 nm: Estatistica = 0,9735; p = 0,9201;
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3. ICP OES: Estatistica = 0,9606; p = 0,7291.

Esses valores apontam que os resultados encontrados apresentam uma
distribuicdo normal que, por sua vez, permitiu a aplicacdo do teste t-pareado para
tratamento de dados paramétricos. Com isso, 0s resultados estatisticos e os valores
de probabilidade para o teste t-pareado comparando os dados obtidos entre métodos
(n = 14) foram:

1. 257 nm e 258 nm: Estatistica = -2,1397; p = 0,05192;
2. 257 nme ICP OES: Estatistica = -0,6118; p = 0,5512;
3. 258 nm e ICP OES: Estatistica = 1,1329; p = 0,2777.

Estas analises estatisticas, baseadas nos resultados apresentados na Tabela 8,
originaram os histogramas de distribuicéo dos resultados para ambos comprimentos
de onda, empregados na técnica de HR-CS GF MAS, e para ICP OES, bem como
o gréafico do tipo boxplot, com intervalo igual a 1,5, com valores de mediana das

concentragdes obtidas. Os gréaficos resultantes estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 - Histograma e boxplot da distribuigdo dos resultados obtidos para determinagdo de S em cabelo
por HR-CS GF MAS e ICP-OES

Considerando que os resultados encontrados para p foram maiores que 0,05,
rejeitou-se a hipotese nula de que ndo ha diferenca significativa entre os resultados
encontrados para ambos comprimentos de onda e técnicas aplicadas. Embora o
valor de p para o teste t-pareado entre os comprimentos de onda 257 nm e 258 nm
tenha se situado préximo do valor limite, como citado anteriormente, e analisando
as concentragOes de S, seus respectivos desvios-padréo e desvios-padréo relativos
(RSD, %), nota-se que os valores foram bastante proximos, adequados para o tipo
de andlise e amostra. A Figura 18 a seguir demonstra o grafico de distribuicdo das
concentracdes obtidas entre os métodos e suas respectivas diferencas.
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Figura 18 - Distribuico linear das concentragdes (em mg kg*) obtidas em 257 nm (A), 258 nm (B) e por
ICP-OES (C) (a.1, b.1, c.1) e o desvio relativo entre as mesmas (a.2, b.2, ¢.2) para n=14

Os gréaficos a.1, b.1 e c.1 mostraram a diferenca relativa entre os valores
encontrados comparando-se 0os métodos aplicados, enquanto os graficos a.2, b.2, e
c.2 apontaram a diferenca entre estes. Embora o resultado encontrado para o teste
t-pareado, comparando os dois comprimentos de onda empregados na determinacao

por HR-CS GF MAS, tenha, mesmo que no seu limite, concluido que as
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concentragdes obtidas ndo sdo estatisticamente diferentes, nota-se pelo grafico (a.2)
que os resultados encontrados em 257 nm parecem ser sistematicamente menores
do gue os encontrados em 258 nm, quando deveria haver uma distribuicdo aleatéria
dos mesmos, como demonstrado nos graficos (b.2) e (c.2). Para confirmar se existe
uma tendéncia nos resultados, seria necessario analisar mais amostras ou aplicar

testes estatisticos especificos para esse fim, que podera ser feito em trabalho futuro.
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Conclusao

A partir dos estudos de temperatura de pirolise e vaporizacdo das diferentes
espécies quimicas de S, conclui-se que a curva analitica construida a partir do
Na>SO4 apresentou valores de linearidade e sensibilidades melhores que os obtidos
para as demais espécies estudadas, além de melhor estabilidade térmica quando
empregado os modificadores quimicos estudados. Em relagdo a estes, conclui-se
que o uso do recobrimento de 800 pg de W na plataforma do tubo de grafite em
conjunto com a introdugdo de 10 pL de solugdo de Pd+Mg (1500:1000 mg L)
mostraram-se eficientes para estabilizacdo térmica da espécie de S presente nas
amostras tornando viadvel sua determinacdo pela técnica estudada. O programa de
temperatura otimizado utilizado no forno de grafite demonstrou ser adequado
apresentando os resultados esperados quando comparado ao valor obtido para o
CRM e para outra técnica aplicada.

Com isso, os resultados apresentados permitem concluir que o método
proposto para a determinacdo de S via HR-CS GF MAS em amostras de cabelo
apresentou boa exatidao, a partir dos resultados encontrados para 0 CRM expressos
na Tabela 7, e precisao, considerando os valores de RSD expressos na Tabela 8. Por
fim, a partir dos resultados obtidos para os testes estatisticos aplicados, permitiu-se
concluir que ndo houve diferenca significativa entre as técnicas aplicadas com nivel

de confianca de 95 %.

5.1
Perspectivas

A perspectiva futura deste trabalho é utilizar o método desenvolvido para a
determinacdo de S em cabelo de pacientes submetidos ao tratamento
quimioterapico contra o cancer. Uma vez que o S é um elemento fundamental na
formacéo e desenvolvimento do tecido epitelial, esse método pode ajudar a elucidar
se a queda de cabelo, que acomete 0s pacientes expostos a este tipo de tratamento,

é devida a diminuicdo da sua concentra¢do no cabelo ou por outros mecanismos de
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acdo do farmaco nos aminoacidos e proteinas, que formam e ddo sustenta¢do ao

foliculo capilar durante todas as suas etapas de construcao.
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Anexo |

Copia adaptada do certificado do material de referéncia NCS DC73347a de cabelo
humano aprovado pela China National Analysis Center of Iron and Steel (Beijing,

China) emitido em 2007. (\Valor de S apresentado em % m/m)
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