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RESUMO 

ANÁLISE ELEMENTAR DE CARNES: DESENVOLVIMENTO DE 
MÉTODOS ANALÍTICOS E ESTRATÉGIAS PARA O USO DE 
TÉCNICAS COM FONTE DE PLASMA.  

A carne é amplamente consumida em todo mundo. Adicionalmente, esse 
alimento possui uma grande influência na economia brasileira. Em termos 
nutricionais, a carne é considerada como fonte de elementos essenciais, 
como cobre, ferro, fósforo, manganês e molibdênio, e, que desempenham 
importantes funções no organismo humano. Nesse contexto, o objetivo dessa 
tese é o desenvolvimento de métodos analíticos e investigação de estratégias 
para a determinação de elementos essenciais e tóxicos em carne por 
espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas 
(MIP OES) e espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente 
e configuração tandem (ICP-MS/MS). O uso do MIP OES foi investigado 
para a determinação do fósforo a partir dos fosfolipídios em carne, Devido a 
introdução de solvente orgânico no plasma, foram adotadas algumas 
estratégias como o uso do módulo de controle de gás externo (EGCM) e a 
correção do sinal do P por padronização interna (Te) e espécie molecular 
(OH). Para estimar a exatidão do método, os resultados foram comparados a 
valores obtidos por cromatografia iônica. As recuperações foram 95% para 
a padronização interna e 94% para a espécie molecular. Os resultados 
demostraram que o uso dessas correções de sinais foram efetivas e 
representaram incremento na exatidão. A microextração dispersiva líquido-
líquido (DLLME) foi empregada para aumentar a sensibilidade de 
procedimento para a determinação de molibdênio em carne por MIP OES. A 
escolha do solvente dispersor e extrator foi baseada nos planejamentos de 
misturas. Adicionalmente, os parâmetros da DLLME foram otimizados 
empregando um planejamento Box-Behnken. O material de referência de 
fígado bovino (NIST, 1577c) foi empregado para avaliar a exatidão, sendo 
obtida recuperação de 92%. O fator de pré-concentração foi 4,5 e 0,20 µg g-

1 o limite de detecção. Em outro estudo, foi realizada uma avaliação crítica 
dos nebulizadores no plasma de nitrogênio. Neste tópico os efeitos de quatro 
nebulizadores (Concêntrico, MiraMist e OneNeb series 1 e 2) foram 
investigados quanto aos parâmetros fundamentais do plasma, como 
temperatura e densidade eletrônica. Adicionalmente foi avaliada a 
reprodutibilidade em diferentes matrizes. A exatidão foi investigada pela 
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aplicação de quatro materiais de referência e pela adição e recuperação em 
amostra de cachaça, devido a seu teor alcoólico. Os resultados demostraram 
que os parâmetros fundamentais do plasma foram significativamente 
afetados pelos nebulizadores. Ademais, o nebulizador OneNeb serie 2 
apresentou um melhor desempenho em relação a sensibilidade, eficiência de 
transporte e precisão. Em outro estudo, a determinação de nove elementos 
essenciais e tóxicos (As, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, Pb, Sr e V) em amostras de 
carne foi realizada por ICP-MS/MS. Inicialmente, foi avaliado o uso dos 
gases (O2, H2 e He) no sistema octopolar de reação (ORS) para a redução das 
possíveis interferências espectrais. A escolha do melhor modo de operação 
foi baseada na exatidão obtida durante a análise do material de referência de 
fígado bovino (NIST, 1577b). Para o Cd, Co, Mo, Pb e V não foi necessário 
o uso de gases. Por outro lado, para Cr e As, o uso do He foi mais adequado, 
enquanto o emprego do H2 apresentou melhor recuperação para o Sr. Os 
limites de detecção para esse método variaram entre 0,08 µg kg-1 (Cd) e 16 
µg kg-1 (Mo). Posteriormente, amostras de carne bovina foram digeridas e 
analisadas no ICP-MS/MS nos melhores modos de operação. Por meio de 
um gráfico de correlação observou-se correlação positiva entre o Cd e Pb e 
Sr e Pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiv 
 

 
 

 

ABSTRACT 
ELEMENTAL ANALYSIS OF MEAT: ANALYTICAL METHODS 
DEVELOPMENT AND STRATEGIES FOR THE USE OF BASED-
PLASMA TECHNIQUES.  

Meat is widely consumed around the world. Besides, this food has a great 
influence in the Brazilian economy. Regarding the nutritional terms, it is 
considered as a source of essential elements (e.g. molybdenum, copper, and 
manganese) that are important to the human organism. In this context, the 
goal of this thesis is the development of analytical methods and the 
investigation of strategies for the determination of essential and toxic 
elements in meat by microwave-induced plasma optical emission 
spectrometry (MIP OES) and Inductively coupled plasma – Tandem mass 
spectrometry (ICP-MS/MS). The use of MIP OES was investigated to 
determination of phosphorus from phospholipids in meat. Due to the 
introduction of organic solvent, some strategies were adopted such as the 
employment od external gas module control (EGCM) and the signal 
correction applying internal standardization (Te) and molecular species 
(OH). The accuracy was estimated comparing the results obtained by ion 
chromatography. The recovery found using the internal standardization was 
95%, while for molecular specie was 94%. These results indicated these 
signal corrections were effective and their employment significantly 
improved the accuracy. The dispersive liquid-liquid microextraction 
(DLLME) was used to enhance the procedure sensitivity for determination 
of molybdenum in meat by MIP OES. In this study, the selection of 
extracting and dispersing solvents was based on the mixture design. 
Additionally, the DLLME parameters were optimized applying a Box-
Behnken design. A certificate reference material (1577c, NIST) was 
employed to check the accuracy and a recovery of 92% was obtained. The 
factor of enhanced and the limit of detection estimated were 4,5 and 0,20 µg 
g-1. In another work, a critical evaluation of nebulizer effects in a nitrogen 
plasma was performed. Four nebulizers (concentric, MiraMist, OneNeb 
series 1 and 2) were investigated in relation to the plasma fundamental 
parameters (e.g. Temperature and number of electron density) and solvent 
transport efficiency. In addition, the reproducibility was evaluated in 
different matrices and the accuracy was investigated using four CRMs and 
addition and recovery experiments in a sugarcane spirit, due to its alcoholic 
composition. The results demonstrated that the plasma fundamental 
parameters were considerably affected by the nebulizer type. Besides, the 
OneNeb series 2 showed the best performance considering the sensitivity, 
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solvent transport efficiency and precision. The determination of nine 
essential and toxic elements (As, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, Pb, Sr, and V) in meat 
samples was performed employing an ICP-MS/MS. Initially, the use of gases 
(O2, H2 and He) in the reaction octopolar system (ORS) was explored to 
minimize the spectral interferences. The best operating mode was selected 
evaluating the recoveries obtained during the CRM analysis (1577b, NIST). 
For Cd, Co, Mo, Pb, and V the ORS was not required. On the other hand, for 
chromium and arsenic, the use of He was more suitable, and for Sr, H2 was 
the best one. The limit of detection varied from 0,08 µg kg-1 (Cd) and 16 µg 
kg-1 (Mo). Then, meat samples were digested and analyzed by ICP-MS/MS 
in the best operating modes. Evaluating a correlation graphic, it was 
observed a positive correlation between Cd – Pd and Sr – Pb.  
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INTRODUÇÃO 

   A carne tem sido utilizada na cadeia alimentar humana desde o 

início da civilização. Esse alimento consiste em músculos de animais como 

bovinos, ovinos, aves e suínos, entre outros.1 Atualmente, o seu consumo 

apresenta crescimento com o progresso da urbanização. No entanto, alguns 

atributos como a produção agropecuária e a economia também influenciam 

diretamente.2 De acordo com a Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OECD, Organization economic cooperation 

and development), em 2019, os principais países que consumiram carne 

bovina foram Argentina, Estados Unidos, Brasil e Israel. Em relação a carne 

suína, a União Europeia, Coreia e Vietnã lideram o ranking de consumo com 

respectivamente 34,6, 30,8 e 30 kg per capita. Por outro lado, a avicultura 

está presente em Israel, Estados Unidos e Malásia. O consumo de ovinos tem 

sido presente no Cazaquistão, Austrália, Noruega e Arábia Saudita.3  

     A carne bovina desempenha um importante papel na economia 

brasileira. O Brasil é atualmente o segundo maior produtor mundial. Em 

2018, estima-se que foram produzidos 11 milhões de toneladas de 

equivalente carcaça, sendo que 20% foram destinados à exportação para 95 

países. Nesse contexto, a pecuária de corte representou 8,3% do produto 

interno bruto (PIB). Considerando a produção de bovinos no país, verifica-

se que a região centro-oeste (Mato Grosso, Goiás e Mato Grosso do Sul) 

concentra 35% do rebanho brasileiro.4     

   Em termos nutricionais, a carne possui importantes 

componentes para a nutrição humana, entre eles, vitaminas do complexo B, 

lipídios e proteínas.1,5,6 Ademais, esses alimentos são fontes de importantes 

minerais tais como potássio, molibdênio, ferro, selênio, cálcio e zinco. Nesse 

âmbito, esses elementos desempenham importantes funções para o 

organismo.7,8 O Zn tem se destacado em funções para o sistema imunológico, 
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especialmente para as respostas inflamatórias. Portanto, a alteração da sua 

concentração no organismo tem se relacionado diretamente com a presença 

de doenças infecciosas e inflamatórias.9 Outros elementos como Mo e Fe 

desempenham funções como co-fatores de importantes enzimas (citocromo 

c oxidase e xantina oxidase).10–12 Por outro lado, alguns elementos mesmo 

que essenciais quando ingeridos em excesso causam danos à saúde humana. 

Por exemplo, estudos indicam que altas concentrações de Mn podem afetar 

o cérebro por meio do estresse oxidativo e da desregulação de transporte.10  

    A presença de contaminantes inorgânicos em carne como Ar, 

Pb e Hg também tem se tornado uma preocupação. A detecção desses 

elementos está relacionada com o processo de produção da carne. De modo 

geral, o teor dos elementos essenciais e tóxicos variam de acordo com a 

espécie animal, bem como com o tipo de alimentação e produção.10 Visando 

a saúde pública, alguns órgãos reguladores têm estabelecido valores dos 

teores máximos permitidos. No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) por meio da Resolução - RDC Nº 42, determina limites 

máximos para As, Cd e Pb em carne e derivados (Tabela 1).13 

Adicionalmente, os valores da ingestão diária recomendada (RFI) para os 

elementos são fornecidos pela Food and Nutrition Board. Deve-se ressaltar 

que esses valores são estabelecidos de acordo com a faixa etária e o gênero.14  
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Tabela 1. Valores do limite máximo permitido pela ANVISA em carne e derivados 
(RDC n. 42) 

Elemento Alimento Limite máximo (mg kg-1) 

As 

 

Carnes de bovinos, ovinos, suínos, 

caprinos e aves de curral, derivados crus, 

congelados ou refrigerados, 

embutidos e empanados crus 

0,50 

Miúdos comestíveis exceto fígado e rins 1,0 

Fígado de bovinos, ovinos, suínos, caprinos 

e aves de 

curral 

1,0 

Rins de bovinos, ovinos, suínos, caprinos. 1,0 

Cd Carnes de bovinos, ovinos, suínos, caprinos 

e aves de 

curral, derivados crus, congelados ou 

refrigerados, 

embutidos e empanados crus 

0,05 

Fígado de bovinos, ovinos, suínos, caprinos 

e aves de 

curral 

0,5 

Rins de bovinos, ovinos, suínos, caprinos 1,0 

Pb Carnes de bovinos, ovinos, suínos, caprinos 

e aves de curral, derivados crus, congelados 

ou refrigerados, embutidos e empanados 

crus 

0,10 

 Miúdos comestíveis exceto fígado e rins 0,5 

 Fígado de bovinos, ovinos, suínos, caprinos 

e aves de curral 

0,5 

 Rins de bovinos, ovinos, suínos, caprinos 0,5 
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   Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos analíticos para 

a análise elementar de carne é fundamental para a qualidade e a segurança 

alimentar. Para essa finalidade, verifica-se que as técnicas espectroscópicas 

têm ganhado grande destaque. A espectroscopia de emissão óptica com 

plasma indutivamente acoplado (ICP OES) é comumente utilizada, 

principalmente pela sua capacidade multi-elementar e ampla faixa linear. 

Essa técnica tem sido aplicada principalmente para a determinação de 

macronutrientes (Mg, Ca, Fe, Zn, P e S).7,15,16  

      A espectrometria de massas com plasma indutivamente 

acoplado (ICP-MS) possui as mesmas características do ICP OES, no 

entanto, a principal vantagem dessa técnica relaciona-se com a sua alta 

sensibilidade.17,18 Portanto, o ICP-MS tem sido explorado para a 

quantificação de elementos essenciais e tóxicos em concentrações mais 

baixas em carne.7,19 Também é importante ressaltar que essa técnica é afetada 

pelas interferências espectrais. Nesse sentido, algumas estratégias, como a 

cela de colisão por discriminação cinética (KED, kinect energy 

discrimination), equações matemáticas e diferentes sistemas de introdução 

de amostras, têm sido investigadas.20  

    A espectroscopia de emissão óptica com plasma induzido por 

micro-ondas (MIP OES) também tem sido utilizada para análise elementar 

de carne.21,22 Como fonte de excitação, o MIP OES emprega um plasma de 

nitrogênio. Isso corresponde a uma redução do custo operacional, no entanto, 

também resulta em um maior efeito de matriz.23,24 Muitos trabalhos 

apresentam novas alternativas para viabilizar o uso dessa técnica para 

diferentes tipos de amostras. Nesse sentido, estudos de pré-concentração e 

novos métodos de calibração (standard dilution addition, multi-energy 

calibration e multi-flow calibration) e correções de sinais com a 

padronização interna e espécies moleculares estão sendo explorados.25–28 
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OBJETIVO GERAL 

 O objetivo principal dessa tese é avaliar o emprego da espectrometria 

de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) e da 

espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente e 

configuração tandem (ICP-MS/MS) para análise elementar em carnes. Nesse 

contexto, estratégias para aumentar a sensibilidade e minimizar 

interferências espectrais e não-espectrais serão avaliadas.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Explorar métodos de correção de sinal (espécies moleculares e 

padronização interna) para determinação por MIP OES do fósforo na 

fração lipídica da carne; 

 Investigar o uso da microextração líquido-líquido dispersiva 

(DLLME) para aumentar a sensibilidade do MIP OES para 

determinação de molibdênio em carnes;  

 Avaliar o efeito de diversos nebulizadores comerciais no plasma de 

nitrogênio;  

 Analisar o uso de gases como O2, H2 e He no sistema octopolar de 

reação (ORS) 

 Desenvolver um método para determinação de elementos essenciais e 

potencialmente tóxicos por ICP-MS/MS.  
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por 
micro-ondas (MIP OES) 
 

    O uso da radiação micro-ondas para a manutenção de plasmas 

tem sido descrito desde 1950. Os plasmas de micro-ondas são divididos em 

dois grupos: plasma de micro-ondas acoplado capacitivamente (CMP) e o 

plasma induzido por micro-ondas (MIP). Essa classificação baseia-se em 

características como o mecanismo de transferência de energia para o gás do 

plasma, bem como a forma e a posição do plasma.26 O CMP foi desenvolvido 

em 1951 como uma fonte de excitação, e o plasma é formado na ponta do 

eletrodo por meio da transferência de energia de um condutor interno na 

tocha.29 Por outro lado, o MIP emprega a transferência de energia induzida 

por meio de emissão de radiação micro-ondas em uma cavidade ressonante. 

Desse modo, o campo elétrico e magnético gerado mantêm o plasma.30    

   Historicamente, o CMP e o MIP foram desenvolvidos 

paralelamente. O primeiro equipamento comercial que empregava um 

plasma de micro-ondas acoplado capacitivamente comercial operado com 

uma potência de 2.45GHz foi introduzido em 1968. Nos próximos 10 anos, 

mais dois espectrômetros foram desenvolvidos, no entanto, essas técnicas 

apresentaram limitações relacionadas às interferências, portanto, não foram 

competitivas ao ICP OES. Em 1985, o desenvolvimento da tocha de plasma 

de micro-ondas (microwave plasma torch, MPT) resultou um plasma mais 

estável a introdução de amostras aquosas. Por fim, em 1999, um MPT OES 

comercial foi lançado na China.24  

  Em relação aos plasmas induzidos por micro-ondas, observa-se que 

até 1970, os plasmas eram gerados sob baixas pressões (low-pressure MIP). 

Esses plasmas eram bastante aplicados em acoplamentos com cromatografia 
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gasosa. Adicionalmente, o uso de sistemas de introdução de amostras como 

a vaporização eletrotérmica e a geração de vapor químico foi amplamente 

investigado devido aos efeitos das amostras aquosas no plasma. Em 1976, 

foi desenvolvido a cavidade de Beenaker a qual possuía um acoplamento 

simétrico e transferência de energia mais efetiva.31 Essas características 

resultaram em um plasma mais estável. Posteriormente, em 1981, um 

trabalho avaliou o acoplamento do plasma induzido por micro-ondas (MIP) 

a um espectrômetro de massas (MS) para determinação elementar de Ag, Cd, 

Cr, Cu, Ni, Pb e Tl. Nesse estudo, o argônio foi empregado para a formação 

do plasma e a potência aplicada foi 200 W.24,30 Um equipamento comercial 

MIP-MS foi lançado em 1994 e nesse caso o gás utilizado para formação do 

plasma foi o nitrogênio. Em 1999, um plasma de hélio com formato anular 

foi desenvolvido por Okamoto.  

    Em 2012, a Agilent Technologies disponibilizou um 

equipamento comercial que consiste em um espectrômetro de emissão óptica 

com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES). Esse equipamento é 

operado com a cavidade de Hammer. Entre as vantagens do MIP OES pode-

se destacar a capacidade multi-elementar e a ampla faixa linear, as quais o 

conferem uma grande versatilidade.24 Os principais componentes desse 

equipamento são sistema de introdução de amostras, fonte de excitação, 

sistema de alimentação do plasma e detector. Ademais, essa técnica opera 

com uma cavidade de Hammer e com uma potência fixa de 1000 W.32   

  No MIP OES, o nitrogênio gasoso é empregado para a formação 

do plasma. O uso do N2 representa significativamente uma redução de custos 

quando comparado a outros gases como o argônio. Alternativamente, a 

Agilent Technologies desenvolveu um gerador de nitrogênio, o qual funciona 

como uma peneira molecular e permite separar o N2 do ar atmosférico. 

Consequentemente, a aquisição de cilindro de gases não é necessária.   É 
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importante ressaltar que a visão de leitura é axial, porém com a tocha é 

posicionada verticalmente. Essa configuração foi adotada para fornecer ao 

plasma maior robustez e estabilidade.24 

    Em uma pesquisa realizada na base Web of Science, 

aproximadamente 80 trabalhos utilizaram o MIP OES como técnica de 

detecção. Adicionalmente, encontra-se uma grande variedade de matrizes 

analisadas, tais como alimentos, ambientais e biológicas. 24,33–36 Por meio de 

um mapeamento bibliográfico obtido pelo programa VOSviewer (Fig. 1) é 

possível se observar as 30 palavras-chave principais usadas para as buscas. 

De acordo com o mapa obtido são verificados três clusters. Nesse caso, um 

envolve os últimos estudos realizados, tais como a correção de sinal 

analítico, a geração de hidretos e a determinação elementar. Por outro lado, 

o segundo e terceiro clusters envolvem pesquisas relacionadas com o sistema 

de introdução de amostra, nebulizadores, otimização, geração de vapor 

químico, determinação de elementos traço e comparação com outras técnicas 

espectrais analíticas. 

    Apesar das vantagens da operação do MIP OES com plasma de 

nitrogênio, alguns problemas relacionados aos efeitos de matriz têm sido 

relatados. O plasma de nitrogênio atinge uma temperatura de 5000 K, a qual 

é inferior à do argônio (8000 - 10000 K). Nesse sentido, alguns mecanismos 

de ionização e excitação podem ser comprometidos. Além disso, a presença 

de solventes orgânicos e elementos facilmente ionizáveis podem afetar 

criticamente a análise.23,24  

   O efeito de matriz ocasionado pelo carbono, enxofre e cálcio no 

MIP OES foi investigado por Serrano et al. 2019.37 Para o desenvolvimento 

desse estudo, os autores empregaram soluções contendo glicerol, nitrato de 

cálcio e ácido sulfúrico. Nesse caso, foram investigados dez analitos (As, Co, 

Cu, Mg, Mn, Mo, Sc, Se, Sr e Zn), aos quais correspondem linhas atômicas 
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e iônicas com intervalo da soma de energia (Esum) entre 2,69 e 15,40 V. Em 

relação aos efeitos de transporte, os resultados indicaram que nenhuma 

matriz afetou significativamente o tamanho da gota do aerossol formado. Por 

outro lado, as matrizes contendo ácido sulfúrico e nitrato de cálcio reduziram 

a temperatura do plasma.  Em relação aos efeitos na intensidade dos analitos, 

foi verificado que apenas o cálcio influenciou significativamente os efeitos 

de supressão ou aumento do sinal analítico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mapa bibliográfico obtido para as 30 palavras chaves mais utilizadas em 
buscas envolvendo o MIP OES. 
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Novas estratégias para redução de interferências não espectrais 

    Devido ao baixo custo e a versatilidade do MIP OES, muitos 

trabalhos na literatura têm focado em estratégias para minimizar os efeitos 

de matriz e assim possibilitar a análise de amostras complexas.24 Abordagens 

convencionais como a padronização interna, adição de analito e supressão de 

ionização têm sido aplicados.38 Pires et al. avaliaram o uso do Be, Ga, In, Sc, 

e Y como padrões internos para análise elementar de cerveja por MIP OES.39 

O germânio foi empregado como padrão interno para a determinação de As, 

Bi, Sb, Se e Sn por geração de hidretos.40 Recentemente, novos métodos têm 

focado em calibrações e correções de sinais que possibilitam minimizar esses 

efeitos de matriz de forma mais eficiente. Entre esses métodos pode-se 

destacar a calibração multienergética (MEC), calibração multivazões, 

análise da diluição padrão (SDA), somatório de linhas e correção de sinal 

com espécies moleculares.25,28,41–43  

Correção de sinal com as espécies moleculares 

   Em um plasma de nitrogênio, pode existir a formação de bandas 

moleculares como sinal de fundo. Essas bandas são resultantes da excitação 

de espécies moleculares (neutras, iônicas ou radicalares), tais como, OH, 

CN, N2
+, NO, N2, CH. Essas espécies possuem uma transição e suas bandas 

podem ser observadas em comprimentos de ondas específicos (Tabela 2). A 

intensidade das bandas moleculares varia de acordo com a matriz e o sistema 

de introdução de amostras e, dependendo do analito analisado, podem 

ocorrer interferências espectrais.30 Chalyavi et al.44 observaram a presença 

das bandas moleculares no espectro de uma solução aquosa obtido por MIP 

OES (Figura 2).  
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Figura 2. Espectro de uma solução aquosa obtida por MIP OES.44 

 

 

    Nesse contexto, Lowery et al.28 propuseram o uso das espécies 

moleculares OH e N2 para a correção de sinal durante a análise de biodiesel. 

Esse tipo de correção baseia-se nas flutuações que podem ocorrer no plasma 

durante a análise de uma matriz complexa. Nesse trabalho, as amostras foram 

apenas diluídas em ácido nítrico e 1-propanol e introduzidas no MIP OES. 

Foram determinados Ca, K, Mg e Na e o uso da correção com as espécies 

moleculares aumentou consideravelmente a exatidão. O uso da correção do 

sinal pela espécie molecular N2
+ também foi empregado para determinação 

de Al, Ca, Fe e Mg em amostras de unhas.34 
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  Em outra interessante aplicação, o emprego das espécies 

moleculares foi investigado para o diagnóstico do plasma no MIP OES em 

alternativa ao magnésio iônico e atômico (Mg II/Mg I), comumente usados 

para avaliação da robustez por ICP OES. Previamente, os autores exploraram 

a aplicabilidade de algumas espécies moleculares (CN, N2, N2
+ e OH). O uso 

da razão N2
+/OH foi mais adequado devido a sua alta sensibilidade para 

mudanças no plasma. Ademais, foi verificado que essa razão pode ser 

empregada durante a otimização operacional do MIP OES para minimizar os 

efeitos de matriz. Por fim, nesse trabalho, foi evidenciada a eficácia da 

correção de sinal com espécies moleculares para matrizes contendo carbono, 

sódio, cálcio e ácido clorídrico.45   
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Tabela 2.  Espécies moleculares presentes em um plasma de nitrogênio. 

Espécies moleculares Comprimento de onda (nm) Transição 
NO   [A

2


+
-x

3
] 

  205,2 2,0 
  215,5 1,0 
OH   [

2


+
-

2
] 

  281,1 1,0 
  287,5 2,1 
  294,5 3,2 
  306,4 0,0 
NH   [A

3
- x

3


-
] 

  336,0 0,01 
  337,1 1,1 
N2   [

3
Pu- B

3
Pg] 

  296,2 3,1 
  311,7 3,2 
  315,9 1,0 
N2

+
   [B

2


+
-x

2
] 

  391,1 0,0 

CO
+
 219,0 0,0 

  221,5 1,1 
  230,0 0,1 
CN   [B

2
-x

2
] 

  358,6 2,1 
  359,0 1,0 
  385,5 3,3 
CH   [A

2
-x

2
] 

  431,4 0,0 
C2   [A

3
-x

2
u] 

  473,7 1,0 
  512,9 1,1 
  516,5 0,0 
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Calibração multi-energética (MEC) 

    A calibração multienergética (multi-energy calibration, MEC) 

foi proposta por Virgilio et al, 2015.25 Esse método baseia-se na capacidade 

de um mesmo analito gerar diferentes sinais em diversos comprimentos de 

onda, efeito atribuído às energias de transição. Para essa calibração são 

requeridas duas soluções, sendo a solução A contendo amostra e branco (1:1 

v v-1) e a solução B, amostra e padrão (1:1 v v-1). Em seguida, são realizadas 

leituras das soluções em diversos comprimentos de ondas (λ1, λ2, λ3,..., λn). 

Para o tratamento de dados, constrói-se um gráfico das intensidades (Fig. 3) 

obtidas para vários comprimentos de onda obtidos para solução A (eixo y) e 

solução B (eixo x). O cálculo da concentração do analito (Eq. 1) é realizado 

de acordo com o valor do coeficiente angular.46  

= ã ∗
(1 − )       (1) 

    A vantagem dessa calibração é a compatibilização de matriz e 

o emprego de apenas duas soluções. Nesse sentido, uma menor quantidade 

de amostra é consumida, bem como a redução do tempo de preparo das 

soluções. Em um recente trabalho, as faixas de trabalho para o MEC foram 

investigadas. Verificou-se que o coeficiente angular deve se encontrar entre 

0.1 e 0.9.47  

    O MEC foi empregado para determinação de As, Ba, Cr e Pb 

em fertilizantes por MIP OES. Ademais, outras calibrações como calibração 

externa e adição de analito foram investigadas. As recuperações obtidas para 

o MEC variaram de 98 a 101%. Essa estratégia mostrou um melhor 

desempenho quando comparada às outras calibrações.26 Espinosa Cruz et 

al.48 exploraram o uso do MEC para análise elementar em vinhos por MIP 

OES. Os resultados indicaram uma satisfatória exatidão, obtida quando essa 

calibração foi aplicada para os macrominerais.  
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 Figura 3. Representação gráfica da calibração multienergética (multi-energy calibration). 

 

 

 

Multi-flow calibration    

 Uma nova calibração envolvendo a variação do fluxo do gás de 

nebulização (Q) foi proposta por Willians et al.27 Esse método consiste na 

aplicação de uma solução padrão e uma solução contendo amostra. Essas 

soluções são analisadas separadamente em diversos fluxos do gás de 

nebulização. A partir da construção do gráfico das intensidades obtidas para 

amostra (eixo y) e para o padrão (eixo x) para cada Q (Fig. 4), é possível 

estimar a concentração presente na amostra por meio da equação 2. Sendo b 

o coeficiente angular obtido pela curva e Cpadrão a concentração do analito na 

solução padrão. Os efeitos das flutuações do plasma são incorporados à 

calibração, pois a solução padrão e a amostra são submetidos a diferentes 

condições do plasma.   

=  ∗ ã     (2) 
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    Os autores avaliaram a aplicabilidade da calibração de 

multivazões para a determinação de Cu, Cr, Fe e Mn em amostras de água, 

tecido vegetal e sedimentos. Os resultados obtidos apresentaram maior 

exatidão do que a calibração externa. Deve-se ressaltar que essa calibração 

não utiliza o princípio da compatibilização de matriz. No entanto, o seu 

princípio resulta na redução das flutuações instrumentais.27 

 

Figura 4. Representação gráfica da calibração de multi-vazões (multi-flow calibration) 
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Espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente 
com configuração tandem (ICP-MS/MS) 

   A espectrometria de massas com plasma acoplado 

indutivamente (ICP-MS) apresenta um grande destaque para análise de 

traços devido à sua alta sensibilidade, ampla faixa linear e possibilidade de 

análise isotópica.17,18 Apesar das suas vantagens, essa técnica tem 

apresentado algumas limitações relacionadas às interferências espectrais. 

Essas interferências ocorrem devido a presença de íons poliatômicos ou 

concomitantes presentes na matriz, que possuem a mesma massa/carga (m/z) 

do analito.20,49,50 Por exemplo, o isótopo mais abundante do Cr 52, pode ser 

afetado pelo 40Ar12C+. Para o Arsênio (m/z = 75), críticas interferências 

podem ocorrer devido à presença de espécies poliatômicas formadas pelos 

constituintes do plasma, tais como 40Ar35Cl+, 40Ar38Ar+, 40Ar18O1H+ e 
36Ar15N+.51 Como resultado, o sinal analítico pode ser suprimido ou 

aumentado e, dessa forma, a confiabilidade da análise é criticamente afetada. 

Algumas estratégias permitem reduzir esse problema, como o uso de 

dessolvatadores no sistema de introdução de amostra, equações matemáticas 

e cela de colisão por discriminação de energia cinética (KED).20,52–55  

  Nesse contexto, a espectrometria de massas com plasma 

acoplado indutivamente com configuração tandem (ICP-MS/MS) foi 

desenvolvida para reduzir as interferências espectrais. Para atingir esse 

objetivo, essa técnica possui dois quadrupolos (Q1 e Q2) e entre eles um 

octapolo (ORS) (Fig. 5). No modo MS/MS, o primeiro quadrupolo é 

configurado para selecionar os isótopos dos analitos e atua como um filtro 

de massa. Posteriormente, esses analitos e seus respectivos interferentes 

passam pela cela de reação e colisão octopolar. A ORS pode ser pressurizada 

com gases reativos (O2¸CH3, H2 e NH3). Nesse caso, o gás pode reagir com 

o analito, produzindo um novo produto (modo shift-mass) ou com o 
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interferente (modo on-mass). Também é possível o uso de gases não reativos 

como He, o qual irá minimizar as interferências espectrais dos íons 

poliatômicos por discriminação de energia cinética.49  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Atualmente essa técnica é considerada como o estado-da-arte 

para análise de traços e na literatura há um grande número de exemplos a 

respeito da aplicabilidade do ICP-MS/MS. Leśniewska et al.56 

desenvolveram um método para a determinação de Pd em amostras de águas 

salinas e residuárias. Primeiramente, as amostras passaram por um sistema 

de pré-concentração em fase sólida. Para a determinação do 105Pd por ICP-

MS/MS, o uso do He e NH3 foi eficaz para eliminar a interferência do Sr. 

Figura 5. Representação da configuração do ICP-MS/MS. (a) modo shift mass e (b) modo on 
mass. 
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Ademais, a combinação da pré-concentração em estado sólido com ICP-

MS/MS resultou em aumento de sensibilidade, dessa forma sendo possível a 

quantificação em pg L-1.  

 Devido à sua capacidade isotópica, o ICP-MS/MS tem sido 

extensivamente utilizado para análise de amostras nucleares. A determinação 

dos isótopos de urânio (234U, 235U, 238U e 233U) em lodo composto por 

fluoreto de cálcio foi realizada empregando o ICP-MS/MS. A etapa do 

preparo de amostra consistiu em uma fusão com metaborato de lítio e em 

seguida o digerido foi separado por uma coluna de troca iônica. Nesse 

estudo, o hélio foi utilizado no sistema de reação octopolar. Foi verificado 

que o seu uso possibilitou a redução de interferências espectrais, bem como, 

aumentou a sensibilidade.57  

    O uso do ICP-MS/MS tem sido descrito para amostras 

alimentícias. Recentemente reportada sua aplicação para determinação de 

quatorze elementos em vinhos. Como preparo de amostra foi empregado 

apenas uma diluição simples da amostra com ácido nítrico. O uso dos gases 

como oxigênio, hidrogênio, amônia e hélio foi explorado para eliminação de 

interferências espectrais.58 A Tabela 3 apresenta algumas aplicações do ICP-

MS/MS e o uso dos gases na ORS para diversas matrizes.  
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Tabela 3. Trabalhos descritos na literatura que empregaram o ICP-MS/MS como técnica de detecção 

Amostra Analitos Gás empregado no ORS  Referência 

Sangue Ti NH3 e O2 59 

Biodiesel, diesel e óleo 

lubrificante 

P, S e Si O2 60 

Água As, Cr, Hg e V O2 61 

Leite Cd O2 62 

Tecido vegetal As e Se O2 63 

Solos e sedimentos Nd, Sm e Eu He e NH3 64 

Sólidos suspensos 35Cs, 137Cs, 239Pu e 240Pu N2O 65 

Sucos As O2 66 

Planta Mo O2 67 

Urina Bi, Cs, Mo, Rb, Sb, Sn, 

Sr, V e Zn 

He e H2 68 
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Tabela 3. Trabalhos descritos na literatura que empregaram o ICP-MS/MS como técnica de detecção (Continuação) 

Amostra Analitos Gás empregado no ORS  Referência 

Soro humano Mg, Ca, Fe, Cu, Zn, Mo, Se, I, 

Cd e As 

He, H2 e O2 69 

Água de mar Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd e Pb O2 70 

Amostras ambientais 129I e 127I O2 71 

Óleo essencial Cr, Ni, As, Cd, Hg e Pb He e O2 72 

Fluído folicular Cu, Se, Sr, Zn, As, Cd, Co, Mo, 

Mn, Hg e Pb 

He e O2 73 

Amostras ambientais Pu CO2 74 

Lodo U He 57 

Material particulado 67 elementos O2 e He 75 

Água de mar Fe NH3 76 

Amostras ambientais Pd He e NH3 56 
 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1 
 

Espécies moleculares e padronização interna: 
Abordagens para correção de sinal na 

determinação do fósforo a partir do fosfolipídio 
em amostras de carne por MIP OES 
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1.1 INTRODUÇÃO 
 

   O fósforo é um elemento essencial para a saúde humana e pode 

ser encontrado em diversos alimentos. Esse nutriente pode estar presente 

como sais inorgânicos (aditivos) ou associado com moléculas orgânicas, as 

quais podem ser de origem animal ou vegetal. Nos tecidos animais, o fósforo 

pode ser encontrado como fosfoproteínas e fosfolipídios.77–79 De acordo com 

Vervlolet et al. 80, aproximadamente 40 – 60% dessa fração de fósforo pode 

ser absorvida pelo organismo humano.  

    Os fosfolipídios são uma classe de lipídios polares que possuem 

uma estrutura de glicerol (3 carbonos na cadeia) esterificados com dois 

ácidos graxos nas primeira e segunda posições. Geralmente, esses dois 

grupos são chamados de cauda. Na terceira posição (comumente chamada de 

cabeça), há um grupo fosfato o qual é esterificado com um álcool.81 A soja, 

sementes de girassol e gema de ovo apresentam altas concentrações desses 

fosfolipídios.82–85 

    Ao contrário dos glicerídeos, os fosfolipídios participam das 

reações de Maillard devido a sua miscibilidade.86 Portanto, a presença dessas 

substâncias irá afetar criticamente o aroma e o sabor da carne. Em um 

trabalho desenvolvido por Mottram e Edwards87,88, o efeito dos fosfolipídios 

na carne bovina foram investigados. Os autores removeram os triglicerídeos 

e os fosfolipídios e em seguida fizeram o cozimento da carne. Os resultados 

mostraram que a ausência dos fosfolipídios, alteraram criticamente as 

espécies voláteis formadas durante o tratamento térmico. Adicionalmente, o 

aroma final foi caracterizado como “queimado”. Por outro lado, a remoção 

dos triglicerídeos não afetou as propriedades da carne no final do cozimento.  
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   Nesse contexto, a presença dos fosfolipídios em carne tem um 

relevante impacto na qualidade do alimento. Há diversos métodos analíticos 

que focam na quantificação desses lipídios. As técnicas cromatográficas, 

como cromatografia gasosa (CG) e cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC), são comumente aplicadas.89,90 As técnicas espectroscópicas 

também têm sido utilizadas para esse fim. Entre elas pode-se citar a 

espectroscopia com transformada de Fourier (FT-NIR), espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear, espectrometria de massas com plasma 

acoplado indutivamente, espectrometria de absorção molecular de alta 

resolução com fonte contínua e forno de grafite (HR CS GFAAS).77,91–93   

    Benini et al.77 desenvolveram um método espectrofotométrico 

para a determinação de fosfolipídios em carne. O método de Folch 

(clorofórmio/metanol) foi empregado para a extração de lipídios. Em 

seguida, o solvente do extrato foi evaporado e o lipídio foi digerido com 

ácido sulfúrico e peróxido de hidrogênio. A quantificação do fósforo a partir 

do fosfolipídio foi realizada por meio da reação com o azul de molibdênio.   

  O uso da espectrometria de absorção molecular de alta 

resolução com fonte contínua e forno de grafite (HR-CS GF MAS) foi 

descrito para a determinação de fosfolipídios em lecitina de soja. Nesse 

trabalho o fósforo foi monitorado pela absorção molecular no monóxido de 

fósforo (PO) em 213,561 nm. A temperatura de pirólise e volatilização foram 

1300 e 2300oC e o Mg foi utilizado como modificador químico. Os 

resultados obtidos por HR-CS GF MAS foram comparáveis ao ICP OES.93  
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1.2 OBJETIVO 

  O objetivo desse capítulo foi investigar a aplicação do MIP OES 

para a quantificação do fósforo a partir dos fosfolipídios em amostras de 

carne. Como houve a introdução direta de solvente orgânico no plasma, duas 

estratégias de correção de sinal foram exploradas: padronização interna e 

espécies moleculares.  

 

1.3 EXPERIMENTAL 

1.3.1 Equipamentos 

   Os experimentos foram realizados empregando um 

espectrômetro de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas 

(4200 MP-AES, Agilent Technologies, Melbourne, Austrália). Em conjunto 

a esse equipamento, foi utilizado um gerador de nitrogênio (Agilent 

Technologies, model 4107).  Os parâmetros operacionais utilizado para o 

MIP OES são apresentados na Tabela 1.1. A digestão das amostras para a 

determinação do fósforo na massa residual após a extração lipídica foi 

realizada em um forno de micro-ondas com cavidade (Ethos 1, Milestone, 

Sorisole, Itália). 

   Para o método de referência, foi utilizado um cromatógrafo 

iônico como detector condutimétrico (Compact IC Flex, Methrotm, Suíça). 

A fase móvel foi composta de carbonato (1 mmol L−1) e bicarbonato de sódio 

(3,6 mmol L−1) e o fluxo do eluente foi aproximadamente 1,0 mL L-1. O ácido 

sulfúrico (40 mmol L-1) foi utilizado como supressor de ionização e o fluxo 

utilizado foi 0,5 mL min-1. A coluna utilizada foi empacotada com álcool 

polivinílico com grupos de amônia quaternária (Metrosep A Supp 7–

250/4.0). Essa coluna foi mantida em um forno à 30°C. 
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Tabela 1.1. Parâmetros Instrumentais do MIP OES utilizados para determinação 
do P na fração lipídica da carne 

Parâmetros  

Frequência (MHz) 2450 

Potência (kW) 1,0 

Vazão do gás de nebulização (mL min-1) 1,0  

Posição de observação do plasma  20  

Tempo de estabilização (s) 15 

Correção de fundo  Auto 

Tempo de integração (s) 3 

Nebulizador OneNeb series 1 

EGCM Médio (0,75 L min-1) 

Câmara de nebulização Ciclônica 

Analitos Comprimento de onda 

P 213,62 

Tb (OH) 308,96 

Nb (N2
+) 391,47 

Te 214,28 

Co 340,51 

 

1.3.2 Reagentes, soluções padrão e amostras 

   Para extração e diluição dos extratos foi utilizado metanol (grau 

HPLC, Tedia, São Paulo, SP, Brasil) e clorofórmio (Synth, Diadema, São 

Paulo, Brasil). As soluções foram preparadas com água desionizada 

(resistividade > 18,2 MΩ cm) obtidas de um sistema de purificação de água 

Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). Para a digestão ácida, empregou-

se ácido nítrico (Synth, Diadema, São Paulo, Brasil) previamente 
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subdestilado (Milestone, Itália) e peróxido de hidrogênio 30 % m v-1 (Synth, 

Diadema, São Paulo, Brasil).  

   As soluções padrão utilizadas para calibração e padronização 

interna foram preparadas a partir da diluição de soluções estoques de 1000 

mg L-1 de P, Ge e Co (Fluka, Buchs St. Gallen, Suécia). Para as soluções de 

calibração utilizadas no cromatógrafo iônico, utilizou-se uma solução 

estoque de 10 mg L-1 de PO4
3- (Sigma Aldrich, Suécia).  

   As amostras de carne bovina, ovina, peixe e frango utilizadas 

foram adquiridas na cidade de São Carlos, SP. As amostras inicialmente 

foram liofilizadas e moídas em um moinho criogênico.   

 

1.3.3 Preparo de amostra 

1.3.3.1 Extração dos fosfolipídios 

Cromatografia Iônica 

   O método de Folch foi utilizado para a extração dos 

fosfolipídios. Para a cromatografia iônica, foi empregado 2 g de amostra e a 

mistura extratora composta de 14 mL de metanol e 6 mL de clorofórmio foi 

utilizada. Essa mistura foi agitada em um vortex e em seguida foi 

centrifugada. Em seguida, uma solução contendo cloreto de sódio (0,6% m 

v-1) foi adicionado para a remoção de possíveis proteínas ou moléculas 

pequenas.94 A mistura foi novamente centrifugada e a fase aquosa foi 

removida. O extrato contendo os fosfolipídios foi transferido para um 

cadinho de alumina e o solvente foi evaporado a 80 o C. Posteriormente, o 

cadinho foi levado a uma mufla com aquecimento induzido por micro-ondas 

a 500 o C para a digestão a seco do lipídio. As cinzas foram diluídas em água 

e analisadas por cromatografia iônica.  
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MIP OES  

   Para a extração lipídica, empregou-se o mesmo procedimento 

para a cromatografia iônica, no entanto, 7 mL de metanol e 3 mL de 

clorofórmio e 1 g de amostra de carne foram utilizados. O extrato final foi 

diluído cinco vezes em metanol para análise por MIP OES.  

 

1.3.4 Fósforo total e residual 

    Para a determinação do fósforo total, 0,1 g de amostra de carne 

foi digerido em um forno de micro-ondas com cavidade com 8 mL de HNO3 

(3,5 mol L-1) e 2 mL de H2O2 (30% m v-1). O programa de aquecimento 

aplicado foi uma rampa de 10 min para atingir 120 °C e um patamar de 15 

min a 120 °C. Em seguida, aplicou-se uma rampa de 20 min até 180 °C e um 

patamar de 25 min a 180 °C. Após a digestão, as amostras foram resfriadas 

a temperatura ambiente e o volume final foi ajustado para 30 mL com água 

desionizada. 

  O fósforo foi determinado na massa residual obtida após a 

remoção dos lipídios. Nesse caso, após a extração, a massa residual foi seca 

a 80 °C para a remoção do solvente. Em seguida, 100 mg dessa amostra foi 

digerida com 8 mL de HNO3 (3,5 mol L-1) e 2 mL de H2O2 (30% m v-1). O 

programa de aquecimento utilizado foi o mesmo descrito anteriormente.  
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1.4  RESULTADOS 

1.4.1 Cromatografia Iônica 

  A cromatografia iônica foi utilizada como método de referência 

por se tratar de técnica com princípios diferentes do MIP OES. Nesse caso, 

o fósforo foi monitorado como fosfato (PO4
3-) e, de acordo com o 

cromatograma obtido (Fig. 1.1), o tempo de retenção do fosfato foi 

aproximadamente 23 min. Observa-se pelo cromatograma, um significativo 

pico de nitrato (tR = 16 min), o que pode ser proveniente de alguma possível 

contaminação. Em relação aos parâmetros analíticos, a faixa linear de 

trabalho empregada foi 1 - 5 mg L-1. O fígado bovino foi escolhido para o 

desenvolvimento dessa etapa. A sua escolha foi baseada na complexidade 

dessa matriz, além do seu alto teor lipídico (19 ± 1,1 % m m-1) O valor 

encontrado do fósforo a partir do fosfolipídio foi 22,2 ± 1,5 mg/100 g de 

amostra.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 Figura 1.1. Cromatograma da fração lipídica obtido após a digestão por via seca. 
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  Para avaliar a exatidão do valor obtido por cromatografia 

iônica, um balanço de massa foi aplicado. Nesse caso utilizou-se a soma da 

massa do P determinada na fração lipídica (Plipídio) e residual (Presidual) (Eqn. 

1.1). Em seguida, a exatidão foi estimada pela comparação do valor obtido 

com a somatória (11,8 g kg-1) e o valor do P determinado na digestão total 

(12,1 ± 0,8 g kg-1).  Nesse caso, foi obtida uma recuperação de 98%.  

= í +  (1.1) 

1.4.2  Correção de sinal 

   A introdução direta de solventes orgânicos no plasma pode 

resultar em severos efeitos de matriz. Portanto, a exploração de estratégias 

que permitam minimizar esses efeitos é importante para manter a exatidão e 

precisão de uma determinação. Na literatura não há um trabalho que avalie 

os efeitos desses solventes no plasma de nitrogênio. No entanto em outras 

técnicas com fonte de plasma como ICP OES e ICP-MS, esses efeito s se 

apresentaram críticos. Wiltsche e Tirk95 investigaram o efeito de metanol no 

plasma de argônio no ICP OES. Como resultado, a presença de CH3OH 

aumentou a temperatura do plasma e reduziu seu tamanho. Além disso, 

verificou-se críticos efeitos de matriz, como aumento do sinal para todos os 

analitos estudados, tais como o Se, S e Ta. No ICP-MS, a introdução de 

amostras hidro-orgânicas também pode ocasionar a deposição de carbono no 

cone de amostragem.96,97 

   No MIP OES, há uma possibilidade de utilizar um módulo de 

controle de gás externo (EGCM, External gas module control). Esse aparato 

permite a injeção de ar no plasma, o que confere maior estabilidade durante 

a análise e evita a deposição de carbono na tocha, portanto aumentando o seu 

tempo de uso.98,99 O oxigênio presente no ar a alta temperatura irá reagir com 

as espécies de carbono, produzindo CO2 e CO.98 O EGCM tem sido descrito 
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em diversos trabalhos, especialmente para amostras com alto teor orgânico. 

A Tabela 1.2 descreve os principais trabalhos encontrados na literatura que 

empregaram esse módulo. 

   O módulo EGCM pode ser operado em três vazões: baixa (0,5 

L min-1), média (0,75 L min-1) e alta (1,0 L min-1). O fluxo alto foi 

incialmente investigado. No entanto, não foi possível obter a linearidade nas 

curvas de calibração para o fósforo. Portanto, as análises foram conduzidas 

no fluxo médio.  

 

Tabela 1.2. Trabalhos reportados na literatura que utilizaram o EGCM durante a 
análise por MIP OES 

Amostra Analitos EGCM (L min-1) Referência 

Gasolina e etanol Cr, Ni, Pb e V 1,0 100 

Água Pb, Cd, Co, Ni, Zn, e 

Cu 

0,5 101 

Diesel e biodiesel Si 0,75 98 

Tortilha de milho As 0,75 102 

Metanol Ca, K, Mg e Na 1,0 99 

Petróleo Fe, V, Ni, Ca, Na, e K 0,5 103 

Queijo Ca, K e Mg 0,5 – 0,75 36 

Tecido vegetal e 

fertilizante 

Si 1,0 104 

Biodiesel Ca, K, Mg e Na 0,75 28 
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1.4.3 Padronização Interna 

    A utilização da padronização interna com Co e Te foi 

investigada para melhorar a exatidão. Essa seleção foi baseada nos 

comprimentos de onda e na energia de ionização similares ao do analito. 

Inicialmente, empregou-se uma solução composta de 1 mg L-1 de fósforo, 

telúrio e cobalto para um teste de estabilidade por aproximadamente 1 h. Os 

sinais obtidos para o P foram corrigidos pelos padrões internos (Fig 1.2) e 

foram normalizados pelo maior valor obtido durante a análise. 

 
Figura 1.2. Gráficos de estabilidade (60 min) para o sinal do fósforo sem correção e corrigido pelo Te (a) e Co (b) 
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   Observou-se que sem a correção do sinal, a variação para o 

fósforo foi de aproximadamente 25%, provavelmente devido às flutuações 

instrumentais. Por outro lado, houve um aumento de repetibilidade com a 

correção pelo Te, sendo observada a maior variação (aproximadamente 9%). 

Adicionalmente, observou-se que o sinal do Co se manteve estável durante 

todo o período. Portanto, a sua correção não foi eficiente. Dessa forma, 

apenas o Te foi aplicado como padrão interno. Os resultados foram também 

comparados a calibrações convencionais como adição de analito (SA) e 

calibração externa (Tabela 1.3). Deve-se ressaltar que as soluções padrão 

para calibração externa foram preparadas no meio de metanol, com a 

finalidade de se compatibilizar a matriz.    

 

Tabela 1.3. Valores do P determinados na fração lipídica empregando a 
padronização interna, adição de analito e calibração externa. 

 Referência* Plipídio (mg / 100 g amostra) Recuperação (%) 

Padrão Interno (Te) 

22,2 ± 1,5 

21,1 ± 0,5 95 

Adição de Analito 21,0 ± 0,6 95 

Calibração externa 93,0 ± 4,9 420 

*Valor obtido por cromatografia iônica 

    

    Como previsto, a calibração externa apresentou uma 

recuperação insatisfatória. Isso pode ser explicado pela análise de uma 

amostra complexa, com alto teor de carbono, o que resulta em críticos efeitos 

de matriz e flutuações instrumentais. Esse fato pode ser confirmado por uma 

comparação dos coeficientes angulares obtidos para calibração externa e 

adição de analito. Aplicando-se uma razão entre os coeficientes angulares 
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dessas calibrações, observa-se um valor de 2,7, o que representa um aumento 

no sinal analítico devido a presença da matriz.  

    Alguns trabalhos investigaram o efeito do carbono no sinal 

analítico do fósforo. De acordo com Grindlay et al.105, o fósforo pode 

participar da reação de transferência de carga com espécies de carbono (C+, 

C2
+ e ArC+) no ICP-MS. Esse processo é caracterizado pelas reações 

descritas nas Eq. 1.2 e 1.3. Nesse sentido, devido à transferência de carga e 

o processo de recombinação íon-elétron, a população de átomos excitados 

aumenta.105,106  

C+ + M → C + (M+)* (1.2) 

(M+)* + e- → M* → M + h(1.3) 

 

1.4.4   Espécies moleculares 

  Conforme descrito anteriormente, as bandas das espécies 

moleculares podem ser observadas em um espectro do MIP OES, devido à 

presença de moléculas neutras, iônicas ou radicalares.24,28,45 Nesse trabalho, 

duas espécies moleculares foram avaliadas para correção de sinal, sendo elas 

N2
+ (0–0, B 2 ∑+

u → X 2 ∑+
g) e OH (0–0, A 2 ∑+ → X 2 πi). No MIP OES, 

essas espécies podem ser monitoradas em 391,4 e 309 nm, respectivamente. 

Nesse caso, durante a análise, selecionou-se os elementos térbio (Tb) e 

nióbio (Nb) e a intensidade do sinal máximo da banda foi ajustada 

manualmente.  

   Para a correção de sinal empregou-se dois tratamentos, o 

primeiro consiste na divisão do sinal do analito (A) pela espécie molecular 

(M), enquanto o segundo foi a multiplicação do sinal analítico (A) pela 

espécie molecular (M).28,45 Esses dois tratamentos foram adotados com base 
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Figura 1.3. Curva de calibração obtida utilizando a correção de sinal com a espécie molecular 

na premissa que os efeitos no plasma podem afetar diferentemente a espécie 

molecular e o analito. Ademais, a curva de calibração foi construída com os 

valores dos tratamentos A/M ou A x M no eixo y e as concentrações no eixo 

x. Da mesma forma que na calibração externa, as soluções padrão foram 

preparadas no meio de metanol. Na Fig 1.3 é representada uma curva de 

calibração utilizada para espécies moleculares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   As recuperações obtidas utilizando a correção de sinal com as 

espécies moleculares são apresentadas na Tabela 1.4. Observa-se que a 

melhor exatidão foi obtida por meio do emprego da espécie molecular OH e 

com o tratamento A x M. Nesse caso, a recuperação foi 94%. Essa correção 

possui vantagens quando comparada a outros métodos de calibração, pois 

não é requerido o preparo de novas soluções. Adicionalmente, não há 
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necessidade de um estudo sistemático para a seleção de um elemento, como 

ocorre com o padrão interno. Outra vantagem associada a essas espécies é 

que as mesmas podem ser monitoradas em tempo real durante a análise. 

Portanto, um diagnóstico do plasma pode ser obtido por meio da razão 

N2
+/OH e interferências associadas ao sistema de introdução de amostra ou 

alguma interferência espectral serem facilmente corrigidas. 

Tabela 1.4. Determinação do P na fração lipídica empregando OH e N2+ para a 
correção de sinal 

*Valor obtido por cromatografia iônica 

 

    Para avaliar os efeitos do metanol na intensidade das bandas 

moleculares, foram analisadas soluções de HNO3 1% (m v-1) em soluções de 

metanol 10% e 100% (v v-1). Os espectros obtidos nessas regiões são 

apresentados na Fig. 1.4. Observa-se que a presença do metanol no plasma 

aumenta consideravelmente a intensidade do OH e N2
+.   

 

 

 

 

 

 

  Plipídio (mg / 100 g amostra) Recuperação (%) 

Espécie molecular Referência* A x M A / M A x M A / M 

N2
+ 

22,2 ± 1,5 
28,0 ± 3,1  189,1 ± 4,0 126 851 

OH 21,0 ± 1,2 51,3 ± 8,53 94 231 
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Figura 1.4. Efeito do metanol na emissão das bandas moleculares. (a) OH) e (b) N2+ 
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1.4.5 Aplicação e Limite de detecção 

   A aplicação das correções de sinal foi avaliada em amostras de 

carne bovina, ovina, frango e peixe (Tabela 1.5). Nesse caso, os lipídios 

foram extraídos conforme o procedimento descrito anteriormente e o EGCM 

foi operado no valor médio de vazão. Os resultados obtidos para as duas 

estratégias são similares.   

 
Tabela 1.5. Determinação do P na fração lipídica em amostras de carne 
empregando OH e Te como corretores de sinal 

 Plipídica (mg / 100 g amostra) 

Amostra OH  Te 

Frango 28,7 ± 1,5 29,3 ± 2,5 

Bovino 14,6 ± 0,6 15,3 ± 2,2 

Ovino 24,8 ± 0,7 27,0 ± 1,5 

Ovino (Carcaça) 11,3 ± 1,1  12,2 ± 1,4 

Peixe 17,6 ± 0,9 19,5 ± 0,53 
 

   Os limites de detecção (LOD) foram estimados de acordo 

recomendado pela IUPAC. Nesse caso, o cálculo foi feito como três vezes o 

desvio padrão do branco dividido pela sensibilidade (coeficiente angular da 

curva analítica). Os limites de detecção obtidos para as duas estratégias de 

correção de sinal são apresentados na Tabela 1.6. Os valores encontrados 

para padronização interna e espécies moleculares foram próximos.  
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Tabela 4.6. Limites de detecção obtidos empregando OH e Te 

Correção de sinal Tratamento de dados LOD (mg / 100 g Amostra) 

OH  Ibranco x IOH 2,5 

Te Ibranco  / ITe 2,7 

 
1.5 Conclusões parciais 

   A análise do fósforo a partir dos fosfolipídios no MIP OES por 

meio de uma diluição simples em metanol foi possível com a aplicação da 

correção de sinal. Nesse contexto, o uso da padronização interna (Te) e das 

espécies moleculares (OH) foi efetivo para minimizar os efeitos de matriz e 

as flutuações instrumentais. Os resultados indicaram um aumento da 

exatidão. Portanto, com essas estratégias é possível aumentar a frequência 

analítica, pois após a extração dos lipídios, nenhum passo adicional é 

necessário. A aplicação das espécies moleculares possui vantagens em 

relação aos métodos tradicionais, como não ser requerido o preparo de novas 

soluções. Ademais, como demostrado por Williams et al.28, as espécies 

moleculares também podem ser empregadas para um diagnóstico do plasma 

durante uma análise.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

2 Capítulo 2 
Microextração líquido-líquido dispersiva 

como estratégia para determinação de 
molibdênio em carnes por MIP OES 
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1.1 INTRODUÇÃO 

  O molibdênio (Mo) é um elemento essencial para saúde 

humana. De acordo com US Food and Nutrition Board (FBN,) a ingestão diária 

recomendada desse elemento é 17 μg para crianças com idade entre 1 e 3 anos, 45 

μg para adultos e 50 para gestantes e lactantes.107 No organismo, o Mo atua 

como co-fator de importantes enzimas, tais como nitrato redutase, xantina 

desidrogenase, aldeído oxidase e sulfito oxidase. Por outro lado, estudos 

realizados em animais verificaram que a alta concentração de molibdênio 

resulta em uma deficiência de cobre.11,108,109 A ocorrência desse elemento 

está associada aos processos industriais, tais como indústria metalúrgica, 

pigmentos e lubrificantes. Ademais, o Mo é comumente adicionado em 

fertilizantes.108 

   Nas carnes, apesar do Mo ser encontrado em baixas 

concentrações, esse alimento é considerado como fonte desse elemento. A 

quantidade de Mo que pode ser encontrado varia de acordo com a raça do 

animal, bem como o tipo de alimentação.110  Nesse contexto, há vários 

estudos que objetivam o desenvolvimento de métodos analíticos para a 

determinação de Mo na carne. A espectrometria de massas com plasma 

acoplado indutivamente (ICP-MS) é uma dessas técnicas.111 Isso se deve 

principalmente em função de sua alta sensibilidade, no entanto, o seu elevado 

custo de aquisição limita sua aplicação mais frequente.17,49  

    A espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por 

micro-ondas opera com um plasma de nitrogênio. O uso do N2 resulta em 

uma significativa redução de preço quando comparado ao argônio. Ademais, 

nessa técnica há a opção de se empregar um gerador de nitrogênio, o qual 

dispensa a aquisição de cilindro de gases.24 Por outro lado, essa técnica é 

caracterizada por ser mais susceptível aos efeitos de matriz por causa da 

baixa temperatura do plasma (5000 K). Adicionalmente, a sensibilidade 
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também é afetada.23,37 Nesse contexto, muitos trabalhos têm investigado 

estratégias que permitam minimizar essas limitações e, dessa forma, ampliar 

a aplicabilidade do MIP OES. Sistemas alternativos de inserção de amostras 

como o vapor frio e a geração de hidretos foram propostos para aumentar a 

sensibilidade.40,112,113  

    Os métodos de pré-concentração também são explorados para o 

aumento da sensibilidade no MIP OES. A extração líquido-líquido foi 

proposta para a determinação de Pb, Cd, Co, Ni, Zn e Cu em água, com o 

emprego de um sistema bifásico composto por brometo de tetrahexilamônio. 

Os limites de detecção determinado por esse método variaram de 0,06 (Cu) 

a 4,9 (Co) µg L-1.101 O uso da extração em fase sólida para a determinação 

de contaminantes em carne foi avaliado por Sá et al.21. Os autores utilizaram 

um material composto de sílica durante a etapa de preparo de amostras. 

Recentemente, Moreira et al.109 aplicaram a co-precipitação com o hidróxido 

de magnésio para a determinação de As5+, Cd2+, Cr3+, Co2+, Cu2+, Mn7+, Hg2+, 

Ni2+ e V5+ em amostras de peixes e crustáceos.114  

    A microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) é uma 

estratégia comumente utilizada na literatura para o aumento da 

sensibilidade.115,116 Esse tipo de pré-concentração tem sido utilizado para 

diversas técnicas, como espectrometria de absorção atômica com chama e 

espectrometria de absorção atômica com atomização eletrotérmica em forno 

de grafite.117,118 A DLLME consiste na aplicação de um solvente extrator, 

um dispersor e um complexante. Geralmente, o extrator é insolúvel no meio 

da amostra, portanto é requerido um complexante para tornar o analito 

solúvel. O solvente dispersor é utilizado para criar uma interface entre o 

extrator e a amostra. A Fig. 2.1 demostra como um sistema de DLLME é 

composto.  
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Figura 2.1. Representação da microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) 

 

   As vantagens da microextração líquido-líquido dispersiva 

consistem em ser um método simples e no baixo consumo de reagentes.116,119 

Serrano et al.120 investigaram o uso do DLMME para análise de Cd em água 

por MIP OES. Os autores avaliaram o clorofórmio e solventes 

supramoleculares (1- decanol e tetraidrofurano) como solventes extratores. 

Adicionalmente, estudos fundamentais para avaliar os efeitos de matriz no 

plasma de nitrogênio foram realizados.  

 

2.1 OBJETIVOS 

    Esse capítulo tem como objetivo avaliar a combinação da 

microextração líquido-líquido dispersiva e o MIP OES para determinação de 

molibdênio em carne de ovinos. Para esse estudo, foi empregado o 

planejamento de misturas para a seleção dos solventes extrator e dispersor. 

Ademais, o uso do planejamento experimental Box-Behnken foi explorado 

para estabelecer as condições ótimas da DLLME.  
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2.2 Material e métodos 

2.2.1 Equipamentos 
    Os experimentos foram realizados empregando um 

espectrômetro de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas 

(4200 MP-AES, Agilent Technologies, Melbourne, Austrália). Em conjunto 

a esse equipamento, foi utilizado um gerador de nitrogênio (Agilent 

Technologies, modelo 4107, Melbourne, Austrália).  A espectrometria de 

massas com plasma acoplado indutivamente (IPC-MS) foi utilizada para 

obter resultados de referência. Um ICP-MS (Modelo 7800, Agilent 

Technologies, Melbourne, Austrália), equipado com uma cela pressurizada 

como Hélio 99.9% de pureza (White Martins-Praxair, Sertãozinho, SP, 

Brasil). Os parâmetros instrumentais empregados para o MIP OES e ICP-

MS são apresentados na Tabela 2.1. A digestão das amostras de carne foi 

realizada em um forno de micro-ondas com cavidade (Ethos 1, Milestone, 

Sorisole, Itália). 
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Tabela 2.1. Parâmetros operacionais do MIP OES e ICP-MS para determinação de 
Mo em carne. 

MIP OES Condições operacionais 

Frequência (MHz) 2450 

Potência 1,0 

Vazão do gás de nebulização (L min-1) 0,5 

Posição de observação do plasma -30 

Tempo de estabilização (s) 10 

Correção de fundo Auto 

Tempo de integração (s) 3 

Nebulizador OneNeb series 1 

EGCM Médio (0,75 L min-1) 

Câmara de nebulização Ciclônica, duplo passo 

Comprimento de onda 379,8 nm 

ICP-MS Condições operacionais 

Potência (kW) 1550 

Profundidade de amostragem (mm) 10 

Vazão do gás do plasma (L min-1) 15,0 

Vazão do gás auxiliar (L min-1) 1,0 

Vazão do gás de nebulização (L min-1) 0,42 

Velocidade da bomba de nebulização (rps) 0,1 

Tempo de estabilização (s) 20 

Tempo de integração (s) 0,3 

Gás makeup/diluição (L min-1) 0,6 

Vazão do gás He (mL min-1) 4,5 

Nebulizador Micromist 

Câmara de nebulização Tipo Scott, duplo passo 

Isótopo 98 
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2.2.2 Amostras, soluções e reagentes  

     Água desmineralizada obtida pelo sistema de purificação 

(resistividade > 18, Milli-QTM, Millipore, Bedford, MA, USA) foi 

empregada para o preparo das soluções. Para a digestão ácida, empregou-se 

ácido nítrico (Synth, Diadema, São Paulo, Brasil) previamente subdestilado 

(Milestone, Itália) e peróxido de hidrogênio 30 % m v-1 (Synth, Diadema, 

São Paulo, Brasil).  

  Os seguintes solventes foram empregados nesse trabalho: 

Acetona (99,5%, Qhemis, Jundiaí, SP, Brasil), acetonitrila (99,8%, Merck, 

Darmstadt, Alemanha), metanol (99,8%, Quimex, São Paulo, SP Brasil), 

etanol (99,5%, Labsynth, Diadema, SP, Brasil), tetracloreto de carbono 

(99,8%, Merck, Darmstadt, Alemanha), tricloroetileno (99,5%, Neon, 

Suzano, SP, Brasil) e clorofórmio (99,8%, Labsynth, Diadema, SP, Brasil). 

As soluções padrão de Mo foram preparadas a partir da diluição de uma 

solução estoque de 1000 mg L-1 (Qhemis, São Paulo, Brasil).  

  Material de referência certificado de fígado bovino (Bovine 

liver, 1577c, NIST, National Institute of Standards and Technology, 

Gaithersburg, MD, EUA) foi utilizado para avaliar a exatidão do método. 

Seis amostras de carne ovina foram obtidas em mercados locais de São 

Carlos (São Paulo, Brasil). Essas amostras foram liofilizadas e moídas em 

um moinho criogênico (MA775, Marconi, Piracicaba, Brasil). 

2.2.3 Preparo de amostra 

   Massas de 100 mg de amostras de carne foram digeridas em 

meio 8 mL de ácido nítrico (4,2 mol L-1) e 2 mL de peróxido de hidrogênio 

30% (m v-1). A digestão foi realizada em um forno com cavidade assistido 

por radiação micro-ondas. O programa de aquecimento consistiu em uma 

rampa por 20 min até atingir 200 °C e um patamar de 20 min em 200 °C. 
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Após o resfriamento, as amostras foram transferidas para um tubo tipo 

Falcon e o volume foi ajustado para 30 mL com água. 

2.2.4 Seleção do solvente extrator e dispersor 

  Para a escolha do solvente extrator e dispersor foi realizado um 

experimento de mistura. Nesse caso, avaliou-se como solventes dispersores 

metanol, acetonitrila e acetona. Para solventes extratores, foram investigados 

clorofórmio, tetracloreto de carbono e tricloroetileno. Uma solução de Mo 

(10 ug/L) foi utilizada. Em todos os experimentos, o pH foi ajustado para 3,8 

com 0,1 mL de tampão acetato (1,0 mol L-1). A 8-hidroxiquinolina foi 

utilizada como agente complexante e, nesse caso, foi adicionado 0,1 mL    

(1% m v-1). Como reposta selecionou-se a intensidade de sinal do Mo no 

MIP OES. Os níveis estudados e os respectivos volumes para os solventes 

para esse planejamento são apresentados na Tabela 2.2. 

2.2.5 Otimização dos parâmetros experimentais da DLLME 

    Os parâmetros da microextração líquido-líquido dispersiva 

como pH, volume do solvente dispersor e extrator e concentração do agente 

complexante foram otimizados por meio de um planejamento Box-Behnken. 

Nesse caso, o planejamento foi construído em três níveis (-1, 0 e 1), dessa 

forma totalizando 27 experimentos (Tabela 2.3).  

2.2.6 Microextração líquido-líquido dispersiva 

    Para a extração do Mo, 10 mL da amostra digerida foram 

utilizados. Em seguida, o pH foi ajustado para 3,8 com tampão acetato e 0,1 

mL de 8-hidroxiquinolina (1% m v-1) foi adicionado. Uma solução contendo 

o solvente extrator e dispersor foi rapidamente injetada por uma seringa. As 

fases foram separadas empregando centrifugação (3000 rpm) por 3 min. A 

fase orgânica contendo o analito foi coletada com uma micropipeta e o 

volume foi ajustado para 500 µL com metanol.  
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Tabela 2.2. Níveis estudados e seus respectivos volumes utilizados nos planejamentos 
de mistura. 
 

Níveis estudados  

Solvente extrator 0 0,3 0,5 1 

Tetracloreto de 

carbono (µL)  

0 33,33 50 100 

Tricloroetileno (µL) 0 33,33 50 100 

Clorofórmio (µL) 0 33,33 50 100 

Solvente dispersor 0 0,3 0,5 1 

Acetonitrila (µL)  0 33,33 50 100 

Metanol (µL) 0 33,33 50 100 

Acetona (µL) 0 33,33 50 100 
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Tabela 2.3. Planejamento experimental Box-Behnken empregado para otimização 
da DLLME. 

Experimento pH Concentração de [8-HQ] (mmol L-1) Dispersor (µL) Extrator (µL) 

1 2,5 (-1) 0,344 (-1) 500 (0) 125 (0) 

2 2,5 (-1) 1,72 (1) 500 (0) 125 (0) 

3 5,5 (1) 0,344 (-1) 500 (0) 125 (0) 

4 5,5 (1) 1,72 (1) 500 (0) 125 (0) 

5 4,0 (0) 1,03 (0) 250 (-1) 50 (-1) 

6 4,0 (0) 1,03 (0) 250 (-1) 200 (1) 

7 4,0 (0) 1,03 (0) 750 (1) 50 (-1) 

8 4,0 (0) 1,03 (0) 750 (1) 200 (1) 

9 2,5 (-1) 1,03 (0) 500 (0) 50 (-1) 

10 2,5 (-1) 1,03 (0) 500 (0) 200 (1) 

11 5,5 (1) 1,03 (0) 500 (0) 50 (-1) 

12 5,5 (1) 1,03 (0) 500 (0) 200 (1) 

13 4,0 (0) 0,344 (-1) 250 (-1) 125 (0) 

14 4,0 (0) 0,344 (-1) 750 (1) 125 (0) 

15 4,0 (0) 1,72 (1) 250 (-1) 125 (0) 

16 4,0 (0) 1,72 (1) 750 (1) 125 (0) 

17 2,5 (-1) 1,03 (0) 250 (-1) 125 (0) 

18 2,5 (-1) 1,03 (0) 750 (1) 125 (0) 

19 5,5 (1) 1,03 (0) 250 (-1) 125 (0) 

20 5,5 (1) 1,03 (0) 750 (1) 125 (0) 

21 4,0 (0) 0,344 (-1) 500 (0) 50 (-1) 

22 4,0 (0) 0,344 (-1) 500 (0) 200 (1) 

23 4,0 (0) 1,72 (1) 500 (0) 50 (-1) 

24 4,0 (0) 1,72 (1) 500 (0) 200 (1) 

25 4,0 (0) 1,03 (0) 500 (0) 125 (0) 

26 4,0 (0) 1,03 (0) 500 (0) 125 (0) 

27 4,0 (0) 1,03 (0) 500 (0) 125 (0) 
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2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Seleção dos solventes extrator e dispersor e otimização do 
DLLME 

    A escolha do solvente dispersor e extrator na DLLME 

influenciam criticamente devido a suas propriedas físico-químicas. O 

solvente extrator ideal deve possuir uma alta afinidade com o complexo 

formado com o analito. Por outro lado, o solvente dispersor deve criar uma 

interface entre o solvente extrator e a fase aquosa contendo a amostra. Nesse 

contexto, a seleção dos solventes dispersor e extrator foi baseada nos 

resultados do planejamento de mistura. Os diagramas ternários apresentados 

nas Fig. 2.2 e 2.3 foram construídos a partir das respostas (intensidade de 

Mo). Os resultados obtidos indicaram que tetracloreto de carbono e o 

tricloroetileno, na forma pura, possuíram o melhor desempenho como 

solventes extratores. Para o solvente dispersor, observa-se que a maior 

intensidade foi encontrada com o metanol. Portanto, o tetracloreto de 

carbono e o metanol foram selecionados para os próximos experimentos.  
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Figura 2.2. Superfície de resposta obtida para os planejamentos de mistura para seleção do solvente extrator. 

Figura 2.3. Superfície de resposta obtida para os planejamentos de mistura para seleção do solvente dispersor. 



 

54 
 

    Os parâmetros (pH, concentração volume do solvente dispersor 

e extrator) podem afetar o desempenho da DLLME, portanto uma otimização 

foi realizada aplicando o planejamento experimental Box-Behnken.115 No 

ponto central foram realizadas três réplicas. Nesse sentido, a intensidade do 

Mo foi selecionada como resposta e um modelo matemático foi obtido e é 

descrito pela equação de segunda ordem (Eq. 2.1). Sendo que [8-HQ], DV e 

EV representam a concentração do complexante, o volume do solvente 

dispersor e o volume do extrator, respectivamente.  

Intensidade = 6803,5 ± 62,1 + 2284,7 ± 33,8 (pH) – 3133,9 ± 51,6 (pH)² + 823,4 ± 

32,6 ([8-HQ]) + 2463,8 ± 47,24 ([8-HQ])² + 624,7 ± 47,2 (DV)² + 2003,3 ± 40,0 (EV) 

+ 4996,2 ± 52,1 (EV)²  - 587,4 ±  56,5 (pH x [8-HQ]) – 209,6 ± 56,5 (pH x DV) + 

2243,8 ± 89,3 (pH x EV) - 552,67 ± 56,5 ([8-HQ] x DV) - 3546,7 ± 56,5 ([8-HQ] 

x EV) +2035,6 ± 56,5 (DV x EV) (Eq. 2.1) 

    Por meio da análise do modelo, foi verificado que apenas o 

termo linear do volume do solvente dispersor não foi estatisticamente 

significativo. Adicionalmente, o sinal negativo em algumas interações dos 

parâmetros, por exemplo, pH e concentração do complexante, indicam que 

esses parâmetros devem ser aplicados em níveis opostos. A interação 

quadrática do pH também apresentou um sinal negativo, o que pode estar 

relacionado ao seu valor intermediário ser mais adequado para a formação 

do complexo Mo-8-HQ.  

    A análise de variância foi realizada a 95% de confiança e o 

coeficiente de correlação estimado foi 0,9. Portanto, isso indica uma 

satisfatória concordância entre os valores determinados e preditos pelo 

modelo. Ademais, os resíduos obtidos foram aleatórios e baixos. A resposta 

máxima foi determinada empregando o critério de Lagrane, sendo que a 

condição ótima estabelecida foi pH igual a 3,8, 90 µL de tetracloreto de 

carbono, 480 µL de metanol e 1,09 x 10-3 mol L-1 do agente complexante.  
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2.3.2 Desempenho Analítico 

    Os parâmetros analíticos como fator de pré-concentração, 

coeficiente de determinação da curva analítica (R2), faixa linear e limite de 

detecção (LOD) do método proposto são apresentados na Tabela 2.4. O fator 

de enriquecimento foi calculado pela razão do coeficiente angular da curva 

com e sem pré-concentração. Adicionalmente, o limite de detecção foi 

calculado conforme recomendado pela IUPAC. Nesse caso, o desvio padrão 

(σ) de dez réplicas autênticas do branco foi utilizado. O LOD foi calculado 

como três vezes o desvio padrão dividido pelo coeficiente angular da curva. 

A exatidão foi estimada empregando um material de referência de fígado 

bovino (NIST 1577c) com valor certificado de 3,30 ± 0,13 µg g-1. Nesse 

caso, o valor determinado foi 3,03 ± 0,20 µg g-1 e a recuperação obtida foi 

92%.  

Tabela 2.4. Parâmetros analíticos obtidos combinando DLLME e MIP OES. 

Parâmetro 
 

Curva de calibração Intensidade = 174,74 [Mo, µg L-1] + 
191,78 

Faixa de trabalho  0,6 – 100 µg L-1 

LOD  0,20 µg g-1 

Fator de enriquecimento 4,5 

 

    Na literatura são descritos estudos que empregaram a DLLME 

para análise de molibdênio (Tabela 2.5). A partir de uma comparação, 

verifica-se que o fator de pré-concentração obtido nesse trabalho (4,5), 

apesar de atingir as medidas pretendidas, foi inferior aos outros relatados na 

literatura. Isso pode estar associado ao uso de menor volume de amostra 

utilizado. Outra questão é o uso do módulo de controle de gás externo 

(EGCM), o qual tem a função de introduzir ar no plasma. O uso do EGCM 
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foi requerido devido a introdução direta de metanol no plasma. Nesse caso, 

esse módulo proporciona maior estabilidade ao plasma de nitrogênio, bem 

como o evita a deposição de carbono na tocha.98 Por outro lado, a adição de 

outros gases no plasma, como o oxigênio, pode aumentar o sinal de fundo, 

devido a formação de espécies moleculares.121 No entanto, deve-se ressaltar 

que com o emprego do EGCM não é necessário realizar uma nova etapa de 

preparo de amostra para a remoção do solvente orgânico, resultando  em 

maior frequência analítica e menores erros experimentais. Outros autores 

chegaram a conclusões semelhantes. Santos et al. 104 utilizaram o EGCM 

como estratégia para minimizar os efeitos do sódio no plasma durante a 

determinação de Si em fertilizante. O valor do limite de detecção (0,40 g kg-

1) foi superior quando comparado a métodos que não utilizam a introdução 

de ar no MIP OES.  

2.3.3 Aplicações 

   Seis amostras de carne ovina foram digeridas e analisadas 

combinando o DLLME e o MIP OES. Os resultados são apresentados na 

Tabela 5.7. Ademais, essas amostras também foram analisadas por ICP-MS. 

Os resultados obtidos para as duas técnicas foram estatisticamente 

semelhantes. Portanto, isso também indica uma exatidão para o uso da 

microextração líquido-líquido dispersiva.   

    Nesse trabalho, as concentrações de molibdênio em amostras de 

carne ovina variaram de 1,66 a 2,37 mg kg-1 (Tabela 2.6). Maclachan et al. 
111 determinaram Mo em amostras de músculos de ovinos originados da 

Austrália. As concentrações encontradas foram 0,006 – 0,20 mg kg-1. 

Marcano et al.5 empregaram o ICP-MS e a estratégia de calibração multi-

isotópica para a quantificação de Mo em carcaças de ovinos e os valores 

foram 0,58 mg kg-1 e 0,30 mg kg-1. Machado e Tissot122 determinaram Mo 

em amostras de carne bovina, sendo determinado concentrações entre 8.7 - 
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14.2 µg kg-1. De acordo com os resultados obtidos e com os reportados na 

literatura, observa-se uma ampla faixa de concentração determinada. Isso 

pode ser explicado em razão de que os níveis de elementos na carne são 

diretamente influenciados pela produção animal. Portanto, fatores como 

dieta administrada, tipo de confinamento e grupos genéticos podem afetar os 

tores presentes de Mo na carne.   

 

Tabela 2.6. Teores de Mo determinados em amostras de carne de ovinos por 
DLLME-MIP OES e ICP-MS. 

Amostra DLLME - MIP OES (µg g-1) ICP-MS (µg g -1) 

1 2,37 ± 0,23 2,80 ± 0,21 

2 2,08 ± 0,05 2,52 ± 0,01 

3 1,69 ± 0,19 1,30 ± 0,02 

4 1,92 ± 0,15 2,02 ± 0,13 

5 2,10 ± 0,20 1,92 ± 0,09 

6 1,66 ± 0,01 1,79 ± 0,24 
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Tabela 2.5. Procedimentos de pré-concentração descritos na literatura para a determinação de Mo 

Amostra Procedimento 
Fator de 

enriquecimento 
LOD Técnica Referência 

Carne e amostras 

agropecuárias 
Microextração líquido-líquido dispersiva  200 0.03a ETAAS 122 

Bebida e alimento 
Microextração em Gota Orgânica 

Solidificada Assistida por Vórtex 
133 0.01b GFAAS 123 

Planta Microextração líquido-líquido dispersiva 246 17a ICP OES 124 

Água Microextração líquido-líquido dispersiva 75 0.013b ETAAS 119 

Planta 
Microextração em Gota Orgânica 

Solidificada Assistida por Vórtex 
67 4.9b FAAS 125 

Presente estudo Microextração líquido-líquido dispersiva 4,5 200a MIP OES - 

a (µg kg-1); b (µg L-1) 

ETAAS – Espectrometria de absorção atômica com atomização eletrotérmica 
GFAAS – Espectrometria de absorção atômica com forno de grafite 
ICP OES – Espectrometria de Emissão Atômica por Plasma Acoplado Indutivamente 
FAAS – Espectroscopia de absorção atômica de chama
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2.4 Conclusões parciais 

    O uso da microextração líquido-líquido dispersiva foi uma 

estratégia eficiente para aumentar a sensibilidade do método analítico. Nesse 

sentido, foi possível a determinação de molibdênio em amostras de carne. A 

combinação da DLLME e MIP OES resultou em um procedimento com 

exatidão satisfatória (recuperação 92%) e sensibilidade adequada para essa 

finalidade. Os resultados obtidos pela DLLME-MIP OES para amostras reais 

foram comparáveis ao ICP-MS. Adicionalmente, o uso do módulo de 

controle de gás externo (EGCM) possibilitou a introdução direta de solvente 

orgânico. O EGCM proporciona a estabilidade do plasma e evita a deposição 

de carbono na tocha.  Portanto, adicionais etapas de preparo de amostra para 

a remoção do solvente não é necessário, resultando em uma maior frequência 

analítica.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Capítulo 3 

Avaliação do desempenho de diferentes 
nebulizadores em espectrometria de emissão 
óptica com plasma induzido por micro-ondas 

 

 

 

 

 

 

 



 

61 
 

3.1 INTRODUÇÃO 

  O sistema de introdução de amostra pode afetar criticamente 

durante uma análise pelas técnicas com fonte de plasma. Outros fatores 

envolvendo as propriedades físicas e químicas da matriz, como a presença 

dos elementos facilmente ionizáveis, viscosidade e teor de sólidos 

dissolvidos também podem influenciar o processo de nebulização. Nesse 

contexto, a escolha de um nebulizador apropriado é importante para a 

exatidão e precisão dos resultados.30,126–129 Idealmente, um nebulizador deve 

possuir as seguintes características: (a) formar aerossóis finos e 

reprodutíveis; (b) operar em amplos intervalos de vazão; (c) ser 

quimicamente inerte a matriz, de forma que não afete no branco analítico.130 

  Atualmente, nebulizadores pneumáticos são comumente 

utilizados para técnicas espectroanalíticas com fonte de plasma. Nesses 

nebulizadores, o aerossol é formado por meio da colisão do gás em alta 

velocidade com o fluxo de líquido. Como exemplo de nebulizadores 

pneumáticos, pode-se citar o concêntrico, fluxo cruzado (cross-flow), V-

groove Babington, caminho paralelo aprimorado (Enhanced Parallel 

Path).130 

  Ślachciński131 investigou o uso de um nebulizador com fluxo 

focado (Flow Focusing Pneumatic Nebulizer, FFPN) em MIP OES. Nesse 

estudo, o plasma era composto por argônio e hélio. Os resultados foram 

comparados a um nebulizador do tipo V-groove Babington. Em relação a 

reprodutibilidade, o FFPN apresentou desvios padrão relativos entre 5 e 8%. 

Os limites de detecção foram abaixo de 1 μg L-1. A exatidão desse 

nebulizador foi avaliada por meio de materiais de referência (sedimento de 

solo e fígado de peixe).132 O uso de micronebulizadores pneumáticos foi 

avaliado para o MIP OES operado com um plasma de argônio e hélio. Os 

micronebulizadores micro3, fluxo focado (flow focusing) (FFPN) e um 
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microcapilar (NAR-1) foram comparáveis a um nebulizador concêntrico 

convencional.  

  A tecnologia Flow Blurring tem sido utilizada para construção 

de nebulizadores. Esse princípio foi inicialmente proposto por Ganan-

Cálvo133 e atualmente são registrados com nome comercial OneNeb (Agilent 

Technologies). No MIP OES, esses nebulizadores são amplamente 

empregados para diversas matrizes, tais como alimentos, tecidos vegetais e 

fertilizantes. Ademais, há um número significativo de registros do uso do 

nebulizador OneNeb para amostras orgânicas. Donati et al.100 determinaram 

Cr, Ni, Pb, e V em gasolina e etanol por MIP OES. Os autores empregaram 

uma diluição simples e o preparo de microemulsões como preparo de 

amostra. As recuperações obtidas variaram entre 84 e 123% e os limites de 

detecção foram de 0,3 a 60 μg L-1. Amais et al.98, empregaram esse 

nebulizador para a determinação de Si em amostras de diesel e biodiesel. Os 

resultados indicaram um bom desempenho analítico, sendo a 

reprodutibilidade menor que 2%, com recuperações variando entre 80 e 

103%. O limite de detecção calculado foi entre 5 e 20 μg L-1. Azcarate et 

al.134 utilizaram esse nebulizador para análise de metais em óleos 

lubrificantes. As amostras foram introduzidas no MIP OES como emulsões 

compostas por xileno, Triton-114 e água.  

   Os nebulizadores ultrassônicos também foram descritos para o 

MIP OES. Nesse sistema de introdução, o líquido é transferido para uma 

superfície sólida vibratória, como um transdutor piezoelétrico. Dessa forma, 

um filme é gerado à medida que o líquido vai se posicionando na superfície. 

O aerossol é formado quando amplitude da vibração aumenta de forma que 

as cristas das ondas no líquido colapsam.130 Matusiewicz et al.40  

empregaram um micronebulizador ultrassônico com sistema microcapilar 

combinado com a geração de hidretos para a determinação de As, Bi, Sb, Se 
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e Sn. Os limites de detecção obtidos foram de 1 a 2 ng L-1 e a precisão foi de 

aproximadamente 2 - 3%. 

 
3.2 OBJETIVO 

   Esse capítulo teve como objetivo principal avaliar criticamente 

nebulizadores comerciais (Concêntrico, MiraMist, Onebeb series 1 e 2) em 

espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas. 

Para essa finalidade, os parâmetros fundamentais do plasma (temperatura e 

densidade eletrônica) e o desempenho analítico foram estimados.  

 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.3.1 Equipamentos 

    Os experimentos foram realizados empregando um 

espectrômetro de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas 

(4200 MP-AES, Agilent Technologies, Melbourne, Austrália). Em conjunto 

a esse equipamento, foi utilizado um gerador de nitrogênio (Agilent 

Technologies, modelo 4107). A Tabela 3.1 apresenta os parâmetros 

operacionais para o MIP OES. A digestão dos materiais de referência foi 

realizada em um forno de micro-ondas com cavidade (Multiwave 3000, 

Anton Paar GmbH, Graz, Austria). 

    Quatro nebulizadores comerciais foram utilizados nesse 

trabalho: Concêntrico (Tipo A, Meinhard), Mira Mist (PEEK, Burgener 

Research Inc.), OneNeb series 1 e 2 (Agilent Technologies).  
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Tabela 3.1. Parâmetros operacionais do MIP OES utilizados para avaliação dos 
nebulizadores. 

Parâmetros instrumentais  
Frequência (MHz) 2450 
Potência (kW) 1,0 
Vazão do gás de nebulização (L min-1) 0,5  
Vazão do gás externo (L min-1) 19,5 
Vazão do gás intermediário (L min-1) 1,5 
Posição de observação do plasma  -30  
Tempo de estabilização (s) 15 
Correção de fundo  Auto 
Tempo de integração (s) 
Replicatas 

3 
3 

Câmara de nebulização Ciclônica (50 mL de capacidade) 
Analitos Comprimento de onda (nm) 
Al 396,40 (I) 
Ca 393,37 (II) 
Cr 425,43 (I) 
Cu 324,75 (I) 
Fe  248,33 (I) , 280,21 (I), 280,27 (I) , 285,10 

(I),  344,10 (I), 358,12 (I), 371,99 (I), 
373,49 (I),  373,71(I) , 374,95(I) ,  382,08 
(I),  382,59 (I), 385,99 (I), 388,63 (I), 
404,58 (I), 438,35 (I) 

Mg  280,27 (II), 285,21 (I) 
Mn 403,08 (I) 
Zn 213,86 (I) 

 

3.3.2 Reagentes, soluções padrão e amostras 

  Todas as soluções foram preparadas utilizando água 

desionizada (Resitividade > 18.2 MΩ cm) obtido por um sistema Milli-Q de 

purificação de água (Millipore, Bedford, MA, EUA). O ácido nítrico (Synth, 

Diadema, SP, Brasil) foi previamente purificado por um subdestilador ácido 

(Modelo BSB-939-IR, Distillacid, Berghof, Alemanha). O peróxido de 

hidrogênio 30 % m v-1 (Sigma Aldrich, Suíça) foi utilizado durante a etapa 

de digestão. Etanol (Alphatec, São José dos Pinhais, Brasil), ácido sulfúrico 
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(Alphatec, São José dos Pinhais, Brasil), e biftalato de potássio (Synth, 

Diadema, SP, Brasil) foram usados para o preparo de soluções. As soluções 

padrão de Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn foram preparadas a partir da diluição 

das soluções estoques de 1000 mg L-1 (Fluka, Buchs St. Gallen, Suécia). A 

faixa de trabalho utilizada foi 0,05 – 8,0 mg L-1 para Cu, Cr, Mn e Zn. Para 

Ca, Fe e Al variaram de 0,50 a 80 mg L-1.   

   Os materiais de referência utilizados nesse trabalho para avaliar 

a exatidão foram folhas de tomate (NIST 1570), fertilizante mineral (NIST 

695), fígado de peixe (NRC DOLT-5) e hepatopâncreas de lagosta (NRC 

TORT-3). Uma amostra de cachaça adquirida em São Carlos (São Paulo, 

Brasil) foi utilizada devido ao seu elevado teor alcoólico  

3.4 Resultados e Discussão 

3.4.1 Desenho dos nebulizadores 

     Os nebulizadores comerciais empregados nesses estudos foram 

o Concêntrico, MiraMist, OneNeb series 1 e 2. As principais características, 

como material, diâmetro do capilar da amostra e vazão são apresentados na 

Tabela 2.2. 
Tabela 2.2. Informações dos desenhos dos nebulizadores empregados. 

 

Nebulizador 

 

Material 

Diâmetro do capilar da 

amostra (mm) 

Vazão da amostra 

(mL min-1) 

OneNeb series 2 ETFE 0,5 0,04 – 2,0 

OneNeb series 1 High-tech PFA 0,5 0,04 – 2,0 

MiraMist PEEK 0,5 0,2 – 2,5 

Concêntrico Quartzo 0,5 0,1 – 1,0 
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   O nebulizador concêntrico possui dois capilares, sendo um 

utilizado para passagem do líquido, enquanto o segundo é para o gás. Nesse 

nebulizador, emprega-se o efeito Venturi para a formação do aerossol. Nesse 

caso, o gás em alta velocidade entra em contato com o líquido 

tangencialmente. Esse nebulizador é comumente utilizado em 

espectrometria atômica e possui um custo de aquisição baixo. O material 

desse nebulizador é composto por quartzo, portanto seu uso é limitado a 

amostras que possuem ácido fluorídrico. Outras limitações como a 

susceptibilidade a entupimentos também são descritas, nesse caso, o 

concêntrico é mais adequado para soluções com baixo teor de sólidos 

dissolvidos. Nesse trabalho, o nebulizador concêntrico utilizado foi o tipo A, 

no qual o capilar do líquido está alinhado com o orifício de saída.127,130,135 

   O nebulizador MiraMist possui dois capilares paralelos, dessa 

forma o líquido entra em contato com gás pela tensão superficial. O desenho 

empregado para esse nebulizador é chamado de caminho paralelo 

aprimorado (enhanced parallel path), o que resulta em uma melhor 

estabilidade e uma maior tolerância com sólidos dissolvidos. O material 

utilizado para produção desse nebulizador pode ser PEEK e o PTFE. 

Portanto, para o PPEK é permitida a introdução de soluções de ácidos e 

solventes orgânicos diluídos. Por outro lado, o PTFE não apresenta restrição 

a nenhuma matriz.127,130,136  

  O princípio Flow Blurring, o qual é empregado nos 

nebulizadores OneNeb series 1 e 2 é considerado um avanço do Fluxo focado 

(flow focusing). Cabe ressaltar que esses nebulizadores dependem de uma 

geometria específica (Fig. 3.1). Para que aconteça o mecanismo do Flow 

burring, a razão entre a distância entre o capilar líquido e o orifício de saída 

(H) e o diâmetro (D) deve ser menor que 0,60. Caso contrário, se H/D for 

maior que 0,60, os mecanismos para o flow focusing são observados. Nesse 



 

67 
 

caso, o gás fica perpendicular ao eixo de simetria e o aerossol é gerado a 

partir do fluxo de gás que interage com o líquido de forma turbulenta.130,133 

O Flow blurring é caracterizado pela sua alta eficiência de formação de 

aerossol em relação aos outros nebulizadores pneumáticos.133  
 

 

 

Figura 3.1. Desenho do nebulizador com tecnologia flow blurring e flow focusing  

 

     O material do nebulizador OneNeb series 1 é composto por 

PFA e PEEK, portanto é possível a sua aplicação para soluções contendo 

solventes orgânicos e altas concentrações de ácidos, inclusive HF. 

Adicionalmente, a geometria desse nebulizador permite a introdução de 

soluções com altos teores de sólidos dissolvidos.130,137 Recentemente, a 

Agilent Tecnologies lançou o OneNeb series 2, o qual possui as mesmas 

características do seu antecessor. As mudanças introduzidas foram o capilar 

da amostra removível, o que permite facilmente a sua troca quando 

necessário. Adicionalmente, o OneNeb series 2 é fabricado a partir do etileno 

tetrafluoroetileno, o qual possui uma superfície mais lisa. Dessa forma, o 



 

68 
 

desempenho durante a etapa de limpeza e a robustez são aumentados.138 Os 

desenhos que representam os quatro nebulizadores utilizados nesse trabalho 

são apresentados na Fig. 3.2.  

 

 
 

 

 

Figura 3.2. Desenho dos nebulizadores comerciais avaliados. (a) concêntrico; (b) MiraMist e (c) 
OneNeb series 1 e 2 (incluir a autorização da revista) 
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3.4.2 Efeitos nos parâmetros fundamentais do plasma e 
eficiência de transporte 

   Na literatura, é descrito que o sistema de introdução influência 

diretamente nos processos de vaporização e atomização. Portanto, avaliar a 

influência dos nebulizadores nos parâmetros fundamentais do plasma pode 

auxiliar a melhora do desempenho analítico. A vazão do gás de nebulização 

para os experimentos foi estabelecida como 0,5 mL min-1 por ser uma 

condição intermediária. Inicialmente, a eficiência de transporte foi calculada 

por um balanço de massa.37 Um tubo preenchido com sílica foi conectado na 

saída da câmara de nebulização. A solução foi nebulizada por 2 min e a 

eficiência de transporte foi calculada de acordo com a diferença de peso de 

água aspirada e coletada. Portanto, foram considerados o peso inicial da 

solução e a diferença do peso do tubo antes e após a coleta do aerossol 

terciário para o cálculo da eficiência do transporte.  

   Para o cálculo da temperatura do plasma e densidade eletrônica 

assumiu-se que o plasma está em um equilíbrio dinâmico, portanto a 

temperatura do elétron e do gás são aproximadamente equivalentes (Te ≈ 

Tg).23 Nesse sentido, uma transição eletrônica genérica de um nível k para i 

de um átomo neutro no seu estado excitado é representado pela Equação 3.1. 

Rearranjando a eq. 3.1 e aplicando o logaritmo natural nos dois lados, obtém-

se a Equação 3.2.  

I =


e ⁄                                         (3.1) 

ln  = − + ln                                    (3.2) 
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    Sendo que F representa as dimensões do plasma, n a densidade 

dos átomos neutros, Q a função de partição, KB a constante de Boltzmann, e 

T a temperatura. Adicionalmente, g  , Ek, A , IKI, e K são a degenerância, 

energia, a probabilidade de transição, intensidade e o comprimento de onda. 

Os subíndices k e i representam os níveis. O gráfico de Boltzmann foi 

construído para cada nebulizador (Fig. 3.3), empregando-se os dados obtidos 

pela análise de uma solução de Fe (5 mg L-1). Nesse caso, foram empregadas 

10 linhas atômicas de Fe (248,2 – 438,35 nm). Os parâmetros utilizados para 

essas linhas são apresentados na Tabela 3.3.  

Tabela 3.3. Parâmetros empregados para construção do gráfico de Boltzmann. 

Comprimento de onda (nm) EK (eV)  (x108) (s-1) 

248,33 4,99 52,80 

344,06 3,60 1,20 

358,12 4,32 13,30 

371,99 3,33 1,78 

373,49 4,18 9,91 

373,71 3,37 1,27 

374,95 4,22 6,87 

374,95 4,22 6,87 

382,04 4,10 6,00 

382,59 4,15 4,18 

385,99 3,21 0,87 

388,63 3,24 0,37 

404,58 4,55 7,76 

248,33 4,99 52,80 

 

    O ln  ( I  /g A ) foi utilizado no eixo y, enquanto Ek no 

eixo x (Fig.3.3). Por fim, a temperatura de excitação foi estimada por meio 
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do valor do coeficiente angular (-1/KBT). Esse método de cálculo da 

temperatura tem sido amplamente empregado em estudos envolvendo o MIP 

OES. 23,37 

 

 

 

 

     

 

 

     

 

     

 

    aa 

    Para a densidade eletrônica, a equação de Saha-Boltzmann foi 

utilizada (Eq. 3.3). Os dados obtidos para o Mg atômico e iônico foram 

empregados. As análises foram conduzidas com uma solução de Mg (2 mg 

L-1). Sendo Eip a energia potencial e os sub-índeces a e i correspondem às 

espécies atômicas e iônicas, respectivamente.   

n = 


x
/

x e(  / )  (3.3)         

    

Figura 3.3. Exemplo do gráfico de Boltzmann empregado para o cálculo de temperatura 
do plasma. 
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    A temperatura, a densidade eletrônica e a eficiência de 

transporte obtidas para cada nebulizador são apresentados na Tabela 20. 

Observa-se que os parâmetros avaliados foram influenciados pelos 

nebulizadores. O nebulizador MiraMist apresentou a maior temperatura, 

enquanto o OneNeb series 2, a menor. Também foi verificado que o OneNeb 

series 1 e o concêntrico apresentaram temperaturas similares. A partir desses 

resultados, é verificada uma relação da temperatura com a eficiência de 

transporte. Por exemplo, o MiraMist apresentou a menor eficiência de 

transporte e a temperatura do plasma foi maior. Portanto, isso pode ser 

justificado pela quantidade de aerossol que chega ao plasma. De acordo com 

Jankowskiand and Reszke30, a presença de solventes aquosos ou orgânicos 

requerem uma grande quantidade de energia para a evaporação do solvente, 

dessa forma, reduzindo a temperatura.  

 
Tabela 3.4. Parâmetros fundamentais e a eficiência de transporte calculados para os 
nebulizadores comerciais. 

Nebulizador T (K) ne (cm-3) Eficiência do transporte de 

solvente (%) 

Concêntrico 4963 ± 9 1,2 x 1013 14,0 ± 3 

Mira Mist 5070 ± 162 2,3 x 1013 12,3 ± 2 

OneNeb series 1 4958 ± 70 8,7 x 1012 23,6 ± 0,6 

OneNeb series 2 4805 ± 12 3,9 x 1012 28,1 ± 5 

 

    Em relação a densidade eletrônica, o nebulizador OneNeb 

series 2 apresentou o maior valor, enquanto o MiraMist o menor. Esses dados 

estão relacionados com a temperatura. Chalyavi et al.44 desenvolveram um 

modelo computacional para o cálculo da fração de espécies moleculares, 

como NO+, N2, e OH em um plasma de nitrogênio contendo vapor de água. 
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Os autores verificaram que o aumento da densidade eletrônica é proporcional 

a temperatura.  

   Os dados dos parâmetros fundamentais do plasma obtidos para 

cada nebulizador são importantes para quando amostras complexas, 

especialmente aquelas como elevados teores de elementos facilmente 

ionizáveis. Gonçalves et al.23 relacionaram a influência da densidade 

eletrônica na exatidão da determinação de Al, Ca, Fe, Mn e Sr em amostras 

complexas.  

3.4.3 Desempenho analítico dos nebulizadores 

3.4.3.1 Reprodutibilidade  

  A precisão dos resultados foi avaliada por meio da análise de 

uma solução composta por 1 mg L-1 de Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn em 

diferentes matrizes, como HNO3 (1% v v-1), H2SO4 (1% v v-1), elementos 

facilmente ionizáveis (100 mg L-1 de Na, K e Ba), etanol (1% v v-1) e carbono 

(1000 mg L-1). Essas soluções foram analisadas dez vezes (n = 10). A seleção 

desses analitos foi baseada na soma das suas energias de ionização e 

excitação.  

  Os valores dos desvios padrão relativos (RSD) para cada 

nebulizador nas respectivas matrizes são apresentados na Fig. 3.4. O 

nebulizador OneNeb series 2 apresentou a melhor precisão em todas as 

matrizes. Na solução de HNO3 os valores de RSD variaram de 0,5% (Zn) a 

2% (Fe). O nebulizador concêntrico apresentou altos valores de desvio 

padrão relativo para Ca, Fe, Al e Zn na matriz contendo elementos facilmente 

ionizáveis. O OneNeb series 1 de modo geral apresentou boa precisão, no 

entanto, para na matriz contendo EIEs, altos valores de RSD foram 

encontrados para Ca, Fe e Zn. Para o MiraMist, os maiores valores de RSD 

foram obtidos nas matrizes contendo ácido sulfúrico e carbono. Por outro 
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lado, na matriz com EIEs, esse nebulizador teve uma boa precisão para todos 

os analitos. O estudo de precisão para o OneNeb series 1 já foi descrito na 

literatura. Serrano et al.37 verificaram que matrizes contendo altos teores de 

carbono, enxofre e cálcio não afetaram o processo de nebulização desse 

nebulizador.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4. Valres de RSD (%) obtidos para os quatro nebulizadores comerciais em diferentes matrizes. 
(a) HNO3 (1% v v-1), (b) H2SO4 (1% v v-1), (c) EIEs, (d) Etanol (1% v v-1) e (e) Carbono (1000 mg L-1).
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3.4.3.2 Limites de detecção 

  Os limites de detecção (LOD) foram estimados de acordo com 

a IUPAC. Nesse caso, dez réplicas do branco (n=10) foram analisadas e o 

desvio padrão dessas medidas foi calculado. Os LODs foram determinados 

para Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn (Tabela 3.5) e como branco foi utilizada 

uma solução de HNO3 1% v v-1. 

 

Tabela 3.5. Limite de detecção calculado para os nebulizadores comerciais. 
 

LOD (µg L-1) 

Elemento Concêntrico Mira Mist OneNeb series 1 OneNeb series 2 

Al 35,0 6,7 5,9 2,9 

Ca 4,7 8,8 2,8 1,6 

Cr 16,9 9,3 2,6 0,3 

Cu 7,7 5,7 6,7 3,2 

Fe 75,1 36,7 33,5 8,4 

Mn 12,9 3,0 3,6 1,2 

Zn 14,5 15,1 17,0 5,1 

 

  O nebulizador OneNeb series 2 apresentou os menores valores 

dos limites de detecção, especialmente para o Cr (0,3 µg L-1).  Ademais, para 

esse nebulizador, o ganho de sensibilidade para o Fe foi aproximadamente 

três vezes. Os LODs para todos os analitos obtidos pelo nebulizador 

concêntrico foram maiores, principalmente para o Al (35 µg L-1). Cabe 

ressaltar que essas análises foram realizadas na mesma vazão do gás de 

nebulização. Esses valores podem ser melhorados por meio de uma 

otimização da vazão do gás de nebulização. Nesse caso, o programa 

computacional do MIP OES permite realizar facilmente essa otimização 

antes de iniciar uma análise. A Figura 3.5 apresenta um típico gráfico de 
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Figura 3.5. Otimização da vazão do gás de nebulização para o Ca utilizando o OneNeb series 2. 

otimização da vazão do gás de nebulização para o Ca utilizando o OneNeb 

series 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.3.3 Exatidão 

    Para a avaliação da exatidão, materiais de referência de fígado 

de peixe, hepatopâncreas de lagosta, fertilizante mineral e folha de tomate 

foram digeridos e analisados. Esses CRMs foram escolhidos devido a 

composição da sua matriz, como alto teor de carbono (fígado de peixe) e 

elementos facilmente ionizáveis (fertilizante mineral). Nessas amostras 

foram determinados os analitos previamente usados para o estudo de 

reprodutibilidade e cálculo de LODs. Os valores obtidos experimentalmente 

e as recuperações são apresentados na Tabela 3.6.  
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   As recuperações obtidas empregando o nebulizador OneNeb 

series 2 de um modo geral foram satisfatórias, especialmente para os 

materiais de fígado de peixe (86 – 103%) e hepatopâncreas de lagosta (90 – 

109%). Para o fertilizante mineral, os valores variaram de 87% (Ca) a 110% 

(Al). Para a folha de tomate, as recuperações foram de 78% (Zn) a 111% 

(Cr). A exatidão obtida para o OneNeb series 1 para os materiais de 

referência foram de 87 – 103% para o hepatopâncreas de lagosta, 77 – 119% 

para a folha de tomate, 84 – 122% para o fertilizante e 77 – 103% para o 

fígado de peixe. O concêntrico apresentou recuperações entre 75 – 110% 

(folha de tomate), 84 – 110% (fígado de peixe), 75 – 103% (hepatopâncreas 

de lagosta) e 82 – 114 % (fertilizante). Por fim, para o MiraMist os valores 

foram 81 a 110% (folha de tomate), 79 – 110% (fígado de peixe), 90 – 118% 

(hepatopâncreas de lagosta) e 83 – 111% (fertilizante). Deve-se ressaltar que 

devido à baixa concentração do Cr (1,988 mg kg-1), a sua determinação 

apenas possível com uso dos nebulizadores OneNeb series 1 e 2.  

    As recuperações obtidas abaixo de 80%, como a determinação 

de Zn com o OneNeb series 1 e 2 na folha de tomate, podem estar 

relacionadas com o efeito de matriz. Os materiais analisados são 

considerados como matrizes complexas e quantificação foi realizada 

utilizando calibração externa. Portanto, as exatidões podem ser melhoradas 

empregando novos métodos de calibração como a calibração multi-

energética (MEC) ou multivazões (MFC).25–27 Adicionalmente, os métodos 

convencionais como adição de analitos e padronização interna podem ser 

aplicadas. Outra hipótese é que os experimentos foram executados tomando 

como condição de compromisso a não otimização das condições 

instrumentais para cada nebulizador, para que fosse possível a avaliação 

individual dos nebulizadores. Caso haja a otimização muito provavelmente 

as recuperações se apresentariam mais adequadas. 
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   Para avaliar o desempenho desses nebulizadores em um meio 

com solvente orgânico, ensaios de adição e recuperação em uma amostra de 

cachaça foi realizado. Nesse caso, o teor de etanol informado pelo fabricante 

foi de 40% v v-1. Portanto, as amostras foram diluídas 40 vezes e adição de 

5 mg L-1 e 10 mg L-1 de Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn foram realizadas. As 

recuperações obtidas para os quatro nebulizadores foram satisfatórias 

(Tabela 3.7). Sendo 89 – 102 % para o OneNeb series 1, 94 – 114% para 

OneNeb series 2, 94 - 109 % para o concêntrico e 95-106 % para o MiraMist. 

Também se observou que o OneNeb series 2 apresentou os menores desvios 

durante essas análises, portanto indicando a melhor precisão durante a 

análise de uma amostra hidro-orgânica.
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Tabela 3.6. Valores determinados e recuperações obtidas para os materiais de referência empregando os diferentes nebulizadores comerciais. 
 

 OneNeb series 1 OneNeb series 2 Concêntrico Mira Mist 

CRM Elementos Valor 
certificado 

Valor 
determinado 

Rec. (%) Valor 
determinado 

Rec. (%) Valor 
determinado 

Rec. (%) Valor 
determinado 

Rec. (%) 

N
IS

T
 1

57
3 

a 

Al (mg kg-1) 598,4 ± 7,1 571,9 ± 8,1 96 595,3 ± 9,1 99 513,0 ± 26,3 86 602,4 ± 12,5 101 
Ca (mg kg-1) 50450 ± 550 52469 ± 2150 104 53213,6 ±1820 105 55375 ± 2785 110 55740 ± 3106 110 
Cr (mg kg-1) 1,988 ± 0,034 1,7 ± 0,1 86 2,2 ± 0,2 111 < LOD < LOD < LOD < LOD 
Cu (mg kg-1) 4,70 ± 0,14 5,6 ± 0,2 119 4,3 ± 0,2 92 4,3 ± 0,4 92 4,1 ± 0,10 87 
Fe (mg kg-1) 367,5 ± 4,3 345,9 ± 9,6 94 351,2 ± 6,5 96 348,8 ± 17,3 95 342,6 ± 10,6 93 
Mn (mg kg-1) 246,3 ± 7,1 207,8 ± 6,1 84 204,9 ± 6,3 83 183,9 ± 13,6 75 199,8 ± 6,6 81 
Zn (mg kg-1) 30,94 ± 0,55 23,9 ± 0,1 77 24,0 ± 0,5 78 25,7 ± 1,3 83 27,6 ± 0,5 89 

N
R

C
-D

O
L

T
-5

 

Al (mg kg-1) 31,7 ± 4,2 32,5 ± 0,7 103 32,5 ± 0,7 103 27,5 ± 0,5 87 24,916 ± 0,003 79 
Ca (mg kg-1) 550 ± 80 555,3 ± 6,9 101 560,9 ± 7,20 102 528,5 ± 14,0 96 547,1 ± 13,0 99 
Cr (mg kg-1) 2,35 ± 0,58 1,8 ± 0,1 77 2,2 ± 0,2 94 2,36 ± 0,03 100 2,44 ± 0,05 104 

Cu (mg kg-1) 35,0 ± 2,4 33,7 ± 0,1 96 32,9 ± 0,2 94 29,8 ± 0,9 85 30,8 ± 0,5 88 
Fe (mg kg-1) 1070 ± 80 1025,1 ± 11,7 96 1085,9 ± 0,8 101 966,3 ± 51,5 90 1055,9 ± 1,3 99 
Mn (mg kg-1) 8,91 ± 0,70 9,2 ± 0,2 103 8,1 ± 0,8 91 7,8 ± 0,3 88 9,79 ± 0,03 110 

Zn (mg kg-1) 105,3 ± 5,4 90,9 ± 1,6 86 90,9 ± 0,3 86 88,3 ± 0,4 84 90,3 ± 1,8 86 

N
R

C
-T

O
R

T
-3

 

Al (mg kg-1) - - - - - - - - - 
Ca (mg kg-1) - - - - - - - - - 
Cr (mg kg-1) 1,95 ± 0,24 1,7 ± 0,1 87 2,0 ± 0,1 103 2,0 ± 0,3 103 2,3 ± 0,2 118 
Cu (mg kg-1) 497 ± 22 465,1 ± 0,8 94 459,7 ± 0,8 92 432,7 ± 17,3 87 452,7 ± 0,9 91 
Fe (mg kg-1) 179 ± 8 183,6 ± 4,1 103 195,7 ± 1,2 109 173,4 ± 3,1 97 189,7 ± 2,1 106 
Mn (mg kg-1) 15,6 ± 1,0 15,0 ± 0,3 96 14,7 ± 0,2 94 11,7 ± 0,3 75 15,5 ± 0,10 99 
Zn (mg kg-1) 136 ± 6 124,5 ± 0,5 92 121,8 ± 0,2 90 117,0 ± 4,0 86 121,8 ± 0,9 90 

N
IS

T
 6

95
 

Al (% w w-1) 0,61 ± 0,03 0,59 ± 0,02 97 0,529 ± 0,005 87 0,50 ± 0,01 82 0,53 ± 0,01 87 
Ca (% w w-1) 2,26 ± 0,04 2,48 ± 0,04 110 2,5 ± 0,1 110 2,3 ± 0,1 102 2,28 ± 0,06 101 
Cr (mg kg-1) 244 ± 6 203,8 ± 12,2 84 258,40 ± 6,93 106 265,2 ± 21,4 109 221,3 ± 17,5 91 
Cu (mg kg-1) 1225 ± 9 1499,3 ± 11,2 122 1307,90 ± 60,98 107 1237,7 ± 17,7 101 1268,6 ± 49,8 104 
Fe (% w w-1) 3,99 ± 0,08 3,44 ± 0,19 86 3,3 ± 0,1 83 3,34 ± 0,03 84 3,31 ± 0,02 83 
Mn (% w w-1) 0,305 ± 0,005 0,29 ± 0,01 95 0,29 ± 0,01 95 0,250 ± 0,002 82 0,272 ± 0,004 89 
Zn (% w w-1) 0,325 ± 0,005 0,32 ± 0,0025 98 0,30 ± 0,01 92 0,37 ± 0,02 114 0,36 ± 0,01 111 
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Tabela 3.7. Ensaios de adição e recuperação para amostra de cachaça. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Concêntrico Mira Mist OneNeb series 1 OneNeb series 2 

 
Elemento 

Valor determinado Recuperação (%) Valor determinado Recuperação (%) Valor determinado Recuperação (%) Valor determinado Recuperação (%) 

Nível 1 Nível 2 Nível 1 Nível 2 Nível 1 Nível 2 Nível 1 Nível 2 Nível 1 Nível 2 Nível 1 Nível 2 Nível 1 Nível 2 Nível 1 Nível 2 

Al 4,70 ± 0,08 9,59 ± 0,15 94 96 4,74 ± 0,03 9,67 ± 0,04 95 97 4,68 ± 0,33 8,85 ± 0,32 94 89 4,74 ± 0,04 9,71 ± 0,08 95 97 

Ca 5,06 ± 0,20 10,22 ± 0,20 101 102 5,21 ± 0,06 10,60 ± 0,16 104 106 5,11 ± 0,23 9,97 ± 0,12 102 100 5,35 ± 0,07 10,61 ± 0,19 107 106 

Cu 5,25 ± 0,09 10,94 ± 0,61 105 109 5,05 ± 0,03 10,14 ± 0,09 101 101 4,95 ± 0,23 9,57 ± 0,18 99 96 5,28 ± 0,03 10,19 ± 0,06 106 102 

Cr 4,71 ± 0,17 9,74 ± 0,40 94 97 4,86 ± 0,04 9,93 ± 0,18 97 99 4,61 ± 0,17 9,21 ± 0,32 92 92 4,92 ± 0,04 10,01 ± 0,06 98 100 

Fe 5,43 ± 0,23 10,88 ± 0,21 109 109 4,92 ± 0,07 9,93 ± 0,23 98 99 4,79 ± 0,48 9,34 ± 0,33 96 93 5,03 ± 0,04 9,96 ± 0,07 101 100 

Mn 5,06 ± 0,19 9,87 ± 0,47 101 99 4,89 ± 0,10 10,07 ± 0,04 98 101 4,60 ± 0,38 8,86 ± 0,07 92 89 4,98 ± 0,04 9,96 ± 0,07 100 100 

Zn 5,35 ± 0,07 10,56 ± 0,17 107 106 5,02 ± 0,02 10,23 ± 0,05 100 102 5,04 ± 0,01 9,78 ± 0,39 101 98 5,71 ± 0,05 10,65 ± 0,90 114 106 
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3.4.4 Aplicações dos nebulizadores na literatura 

   De acordo com o que foi discutido anteriormente, na Tabela 3.8 são 

descritas as principais características mencionadas para os nebulizadores comerciais. 

Adicionalmente, um levantamento bibliográfico foi feito para trabalhos envolvendo 

o MIP OES para análises elementares. Observa-se que a maioria dos trabalhos 

utilizam o OneNeb series 1. Isso pode ter ocorrido devido a que este modelo de 

nebulizador era o comercializado pelo fabricante junto ao equipamento. Alem disso, 

esse nebulizador é considerado compatível para todas as matrizes, inclusive para 

solventes orgânicos e ácido fluorídrico. Adicionalmente, a sua alta tolerância para o 

teor de sólidos dissolvidos é um atrativo.  

    Como o OneNeb series 2 foi lançado recentemente, apenas um trabalho 

foi registrado. Deve-se ressaltar que o trabalho que empregou esse nebulizador 

envolveu o uso do ácido tetrafluorbórico (HBF4) durante o preparo de amostra para 

determinação de Si em plantas por MIP OES. Como demostrado pelos autores, 

durante a digestão pode ocorrer a formação de ácido fluorídrico, sendo recomendado 

o uso de um sistema de introdução de amostra inerte (nebulizador e câmara de 

nebulização) para evitar danos ao equipamento e possíveis contaminações do 

branco.104  
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Tabela 3.8. Observações e aplicações dos nebulizadores comerciais avaliados. 

 

Nebulizador Observações Aplicações 
Concêntrico Mais facilidade para entupimento 

Não é compatível com HF 
Não é adequado para matrizes complexas 
Menor sensibilidade 

Tecido vegetal, ração animal e amostras geológicas33,139,140 

Mira Mist Boa precisão para matrizes com EIEs   
Baixo risco de entupimento 
Compatível com HF  
Não é adequdo para amostras com ácido sulfúrico  
Baixa eficiência de trasnporte 

Cabelo, tecido de peixe, alga e farinha, vinho48,141 
 

OneNeb series 1 Boa precisão para matrizes complexas 
Compatível com HF e solventes orgânicos 
Alta tolerância para sólidos dissolvidos 
Boa eficiência de transporte 

Vinho, arroz, queijo, café, chá, energético, cerveja, pão, 
tecido de peixe, cereal infantil, soupas instantâneas, 
solventes orgânicos, biodiesel, gasolina e fertilizante 
mineral21,25,26,28,36,41,98,100,142–144  
 

OneNeb series 2 Boa precisão para matrizes complexas 
Alta eficiência de transporte 
Aumento da sensibilidade 
Compatível com HF e solventes orgânicos 
Alta tolerância para sólidos dissolvidos  

Tecido vegetal104  
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3.5 Conclusões parciais 

    Os estudos envolvendo os nebulizadores comerciais (concêntrico, 

MirMist, OneNeb series 1 e 2) indicaram que esses podem influenciar os parâmetros 

fundamentais do plasma como temperatura (T) e densidade eletrônica (ne). Esses 

resultados são importantes para análise de amostras complexas. O OneNeb series 2 

apresentou a maior eficiência de transporte, e menor temperatura e densidade 

eletrônica. Por outro lado, o MiraMist obteve a menor eficiência de transporte e 

maiores temperatura e densidade eletrônica. Pode-se justificar esses dados, a 

quantidade de água que é levada para o plasma e a energia requerida para evaporação. 

O OneNeb 2 apresentou a melhor precisão em todas as matrizes estudas em 

comparação aos outros nebulizadores. Ademais, o uso desse nebulizador significou 

aumento da sensibilidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Capítulo 4 

Avaliação dos modos operacionais para a 
determinação multielementar de elementos 

tóxicos e essenciais por ICP-MS/MS 
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4.1 INTRODUÇÃO 

    O desenvolvimento de métodos analíticos para determinação de 

elementos essenciais e potencialmente tóxicos em carne são importantes para 

garantir a qualidade do alimento e a segurança alimentar. Para a determinação 

elementar de carne, os métodos espectroanalíticos como ICP OES, MIP OES e LIBS, 

são geralmente utilizados.7,114,145 A espectrometria de massas com plasma 

indutivamente acoplado (ICP-MS) também tem sido explorada para essa finalidade, 

especialmente para elementos em baixas concentrações.7,19 No entanto, quando 

amostras complexas são analisadas por essa técnica, críticas interferências espectrais 

podem ocorrer. Essas interferências ocorrem pela presença de concomitantes de 

mesma massa/carga, bem como, pela combinação de espécies que formam íons 

poliatômicos. Como resultado, essas interferências espectrais podem ocasionar a 

sobreposição de sinais.20 Há diversos tipos de estratégias que são utilizadas para 

minimizar esses efeitos, tais como uso de correção matemática, SF ICP-MS, 

operação do plasma na condição robusta, plasma frio e a cela de discriminação por 

energia cinética.53–55,65,146–148  

    Nesse contexto, a espectrometria de massas com plasma acoplado e 

configuração tandem foi desenvolvida para a determinação de elementos traço livres 

de interferência. Essa técnica, atualmente, é considerada como estado-da-arte e é 

caracterizada pela sua alta sensibilidade e análise livre de interferência.149 Na 

literatura, essa técnica tem sido aplicada para diversas áreas de estudo.49 No ICP-

MS/MS, dois quadrupolos (Q1 e Q2) são utilizados. Entre Q1 e Q2, há um sistema de 

reação octopolar (ORS) que pode ser pressurizado com um gás inerte ou reativo. O 

modo single-quad corresponde apenas a operação do segundo quadrupolo, portanto 

o Q1 opera totalmente aberto e os analitos, os interferentes e os concomitantes da 

amostra podem passar.49,149 
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    No modo MS/MS, o primeiro quadrupolo funciona como um filtro de 

massa. Em seguida, os íons passarão pelo ORS, onde novas espécies poderão ser 

formadas a partir do analito (shift-mass) ou do o interferente (on-mass). Por fim, o 

segundo quadrupolo selecionará a massa/carga relacionada ao analito. Os gases 

reativos mais comuns empregados para utilização no sistema de reação e colisão 

octopolar são o hidrogênio (H2), metano (CH3), amônia (NH3) e oxigênio (O2).49,150 

Deve-se destacar que para que ocorra a reação desses gases com o analito ou 

interferente, as reações devem ser termodinamicamente favoráveis e não necessitar 

de energia adicional. Portanto, energia de Gibbs e a entalpia da reação devem ser 

negativas (ΔG < 0 e ΔHr < 0).49,149  Adicionalmente, o uso de gases inertes, como o 

He, também são explorados e as interferências são minimizadas por colisões.53,149 

Muitos trabalhos descrevem o uso desses gases para análise de amostras biológicas, 

ambientais e nucleares.56,68,151 A Tabela 3 apresentada na Revisão bibliográfica 

descreve alguns trabalhos que utilizaram o ICP-MS/MS como técnica de detecção e 

os respectivos gases utilizados no ORS.   

 

4.2 OBJETIVOS 
 

  O objetivo desse capítulo é explorar o uso da espectrometria de massas com 

plasma acoplado indutivamente e configuração tandem (ICP-MS/MS) para 

determinação de elementos essenciais e tóxicos em carne. Nesse caso, foram 

quantificados 10 analitos (As, Cd, Cr, Co, Mn, Mo, Pb, Se, Sr e V) e o uso de três 

gases (O2, H2 e He) foram analisados.  
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4.3 Material e Métodos 

4.3.1 Equipamentos 

  Um ICP-MS com configuração tandem (8800 ICP-MS/MS, Agilent, Tóquio, 

Japão) foi empregado para a determinação elementar nas amostras de carne. Os 

parâmetros instrumentais são descritos na Tabela 4.1. O instrumento foi ajustado 

diariamente a fim de se obter a melhor condição. Para a digestão das amostras foi 

empregado um forno com cavidade assistido por radiação micro-ondas (ETHOS UP, 

Milestone, Itália) 

  

4.3.2 Reagentes, soluções e amostras 

    Todas as soluções foram preparadas utilizando água desionizada (18,2 

MΩ cm, Purelab Option-Q, Elga, Woodridge IL, USA). Ácido nítrico (Fisher, 

Pittsburgh, PA, EUA) e peróxido de hidrogênio (Veritas, Columbus, OH, EUA) 

foram empregados para digestão das amostras. Soluções padrão de As, Cd, Co, Cr, 

Mo, Mn, Pb, Se, Sr e V 1000 mg L-1 (SPEX CertPrep, Metuchen, NJ, EUA) foram 

utilizadas para o preparo das soluções de calibração. As curvas de calibração 

variaram de 0,01 a 100 µg L-1. 

    Para avaliação da exatidão, foi empregado um material de referência 

certificado de fígado bovino (bovine liver, 1577b, National Institute of Standards and 

Technology, Gaithersburg, MD, USA). As amostras de carne foram obtidas em 

mercados locais da cidade de São Carlos, SP. As amostras foram liofilizadas e 

moídas em um moinho criogênico.   
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4.3.3 Preparo de amostra 

     200 mg de amostra foi digerida com uma mistura ácida composta de 6 

mL de ácido nítrico (7 mol L-1) e 2 mL de H2O2 em um forno com cavidade assistido 

por radiação micro-ondas. O programa de aquecimento empregado consistiu em uma 

rampa de15 min para atingir 200 °C e um patamar de 15 min em 200 °C.   
 

Tabela 4.1. Parâmetros instrumentais empregado para determinação dos elementos 
essenciais e potencialmente tóxicos em carne por ICP-MS/MS. 

Parâmetro  

Potência da radio-frequência (W) 1550 

Profundidade de amostragem (mm) 10 

Vazão do gás de arraste (L min-1) 1,05 

Velocidade da bomba peristáltica (rps) 0,3 

Nebulizador Micromist 

Câmara de nebulização Tipo Scott, duplo passo 

 Single-quad H2 (on-mass) O2 (Q1→ Q2) He (MS/MS) 

As 75 75 91 75 

Cd 111 111 - 111 

Co 59 59 - 59 

Cr 53 53 - 53 

Mn 55 55 - 55 

Mo 98 98 - 98 

Pb 208 208 - 208 

Sr 88 88 - 88 

V 51 51 - 51 
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4.4 RESULTADOS 

4.4.1 Seleção dos gases utilizado no sistema octopolar de reação (ORS) 

     Algumas interferências espectrais e não-espectrais podem ocorrer 

durante a análise de carne por ICP-MS devido à complexidade das amostras de carne, 

como o alto teor de carbono, cloreto e elementos facilmente ionizáveis (K, Na e Mg). 

Os possíveis íons poliatômicos e espécies interferentes para os analitos analisados 

são apresentados na Tabela 4.2.  

 
Tabela 4.2. Possíveis interferências espectrais para os analitos investigados. 

Analito Interferência espectral 

75As 40Ar35Cl+, 36Ar38Ar1H+, 38Ar37Cl+, 36Ar39K, 43Ca16O2, 23Na12C40Ar, 12C31P16O2+ 

111Cd 95Mo16O+, 94Zr16O1H+, 39K216O21H+ 

59Co 43Ca16O+, 42Ca16O1H+, 24Mg35Cl+, 36Ar23Na+, 40Ar18O1H+, 40Ar19F+ 

53Cr 36Ar17O+, 38Ar15N+, 36Ar16O1H+, 35Cl18O+, 37Cl16O+, 35Cl16O1H+ 

95Mo 40Ar39K16O+, 79Br16O+ 

208Pb 192Pt16O+ 

88Sr 76Lu2+, 176Yb2+ 

51V 34S16O1H+, 35Cl16O+, 38Ar13C+, 36Ar15N+, 36Ar14N1H+, 37Cl14N+, 36S15N+, 33S18O+, 34S17O+ 

 

    Observa-se que espécies presentes no plasma como argônio, oxigênio, 

nitrogênio e hidrogênio podem formar íons poliatômicos interferentes. Nesse 

sentido, o arsênio, cromo, cobalto e vanádio são os analitos mais susceptíveis as 

interferências compostas por Ar, como 40Ar35CI+, 40Ar38Ar+, 40Ar18O1H+ e 36Ar15N+, 
36Ar17O+

 e 38Ar15N+
. A presença do carbono residual e cloreto presente nos digeridos 

pode afetar principalmente o 75As (40Ar35Cl+, 38Ar37Cl+ e 23Na12C40Ar) e o 51V 
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(38Ar13C+, 35Cl16O+ e 37Cl14N+). Também deve-se ressaltar que o isótopo selecionado 

para o Cr foi o 53. O 52Cr é o isótopo mais abundante, porém não foi selecionado 

devido à alta interferência ocasionada pelas interferências poliatômicas, 

principalmente 12C40Ar+.152 

   O uso do oxigênio no sistema de reação octopolar foi investigado para 

a determinação apenas do arsênio, devido à sua alta afinidade com o átomo de O. 

Quando o O2 é empregado no ORS dois mecanismos são possíveis. O primeiro tipo 

de reação é denominado como transferência de oxigênio, o que consiste na 

transferência de um átomo de O para o analito (Eq 4.1). Nesse caso, a variação da 

massa do produto é representada por Δm = m + 16. A segunda reação é chamada de 

transferência de carga assimétrica (Eq. 4.2). Esse mecanismo é caracterizado pela 

transferência de carga do oxigênio para o interferente, de forma que esse se torne 

neutro.49,149 

A+ + O2 → AO+ + O + ΔE  (4.1) 

I+ + O2 → I + O2
++ ΔE  (4.2) 

     Para o As, o uso do O2 foi explorado no modo shift-mass e o mecanismo 

assumido foi de transferência de oxigênio (Eq 4.3). Como produto monitorado foi o 
75As16O+ (m/z = 91), o primeiro quadrupolo monitorou a m/z = 75, enquanto o 

segundo selecionou a m/z = 91.153  

As+ + O2 → AsO+ + O + 0.94 eV (4.3) 

   O hidrogênio foi empregado no modo on-mass, portanto os interferentes 

poliatômicos especialmente compostos por argônio reagiram diretamente com H2. 

Por outro lado, o hélio também foi avaliado. Como esse gás é inerte, apenas processos 

de colisão são obtidos.49,150 Os interferentes poliatômicos apresentam uma maior 

probabilidade de colisões com He do que os analitos, devido a seu tamanho. Portanto, 
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esses íons sofrerão alteração na sua energia cinética devido as suas colisões e por 

meio de uma barreira de potencial esses interferentes não passam para o segundo 

quadrupolo.53 Um material certificado de referência de fígado bovino foi analisado e 

as exatidões obtidas foram utilizadas para verificar qual é o melhor modo de 

operação (Tabela 4.3). Devido ao Cr não possuir valor certificado nesse CRM, 

ensaios de adição e recuperação (Tabela 4.4) foram realizados em três níveis: 8, 16 

e 32 µg L-1. Esses valores foram baseados no teor de Cr na amostra de fígado bovino 

(625 µg kg-1). 

 

Tabela 4.4. Valores determinados e recuperações dos ensaios de adição e recuperação para 
o Cr. 

 Single-quad He H2 

Nível 

Valor 

determinado Rec. (%) 

Valor 

determinado Rec. (%) 

Valor 

determinado Rec. (%) 

1 7,49 ± 0,49 94 7,75 ± 0,39 97 9,04 ± 0,10 113 

2 17,43 ± 0,31 109 17,03 ± 0,38 106 18,76 ± 2,14 117 

3 32,84 ± 1,35 103 32,48 ± 0,95 102 37,70 ± 1,43 118 

 

     Os resultados indicam que para o Cd, Co, Mo, Pb e V não foi necessário 

o uso de gases na ORS. Nesse caso as recuperações foram: 105% (Cd), 85% (Co), 

97% (Mo), 95% (Pb) e 87% (V). Para o As e Cr, o uso do hélio com gás de reação 

apresentou as melhores exatidões. O emprego do H2 apresentou o menor erro para a 

determinação do estrôncio sendo obtida recuperação de 104%. No entanto, o uso do 

He e single-quad apresentaram valores próximos. Um teste t foi aplicado a 95% de 

confiança. Apenas para o vanádio e cobalto foram encontradas diferenças 

significativas entre os valores determinados e certificados. Esses elementos também 
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apresentaram as recuperações mais baixas, sendo 85% para o Co e 84% para o V. 

Isso pode estar associado aos efeitos de matriz que não são corrigidos pelo uso do 

sistema octopolar de reação. Portanto, algumas estratégias como a calibração multi-

isotópica, calibração multi-espécies, adição de analito e uso de padronização interna 

podem ser exploradas para aumentar a exatidão. Os experimentos seguintes foram 

realizados nas condições que obtiveram menores erros e estão destacados na Tabela 

4.3. No entanto, levando em conta que há um tempo para pressurização do sistema 

octopar de reação, a determinação de todos os elementos também pode ser realizada 

empregando o H2. Essa alternativa pode ser considerada quando se deseja aumentar 

a frequência analítica.  
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Tabela 4.3. Valores determinados e recuperações obtidos da análise do CRM (1577 b NIST). 

 

  O2 H2 He Single-quad   

Analito 

Valor 

certificado 

 (µg g-1) 

Valor 

determinado 

(µg g-1) Rec. (%) Valor t 

Valor 

determinado 

(µg g-1) Rec. (%) Valor t 

Valor 

determinado 

(µg g-1) Rec. (%) Valor t 

Valor 

determinado 

(µg g-1) Rec. (%) Valor t 

As 0,05* 0,056 ± 0,003 113 3,56 0,057 ± 0,006 113 2,07 0,054 ± 0,006 109 1,22 0,067 ± 0,007 134 3,89 

Cd 0,50 ± 0,03 - - 
 

0,52 ± 0,01 105 1,87 0,52 ± 0,003 105 1,87 0,51 ± 0,012 102 1,43 

Co 0,25* - - 
 

0,212 ± 0,01 85 0,01 0,209 ± 0,01 84 4,66 0,213 ± 0,014 85 4,53 

Mo 3,5 ± 0,3 - - 
 

3,39 ± 0,27 97 0,27 3,37 ± 0,30 96 0,75 3,38 ± 0,29 97 0,68 

Mn 10,5 ± 1,7 - - - 10,60 ± 0,40 101 0,12 10,78 ± 0,26 103 1,83 10,48 ± 0,20 100 0,59 

Pb 0,129 ± 0,004 - - 
 

0,123 ± 0,002 95 0,02 0,123 ± 0,001 95 0,61 0,123 ± 0,001 95 0,66 

Sr 0,136 ± 0,001 - - 
 

0,142 ± 0,009 104 2,52 0,142 ± 0,009 105 2,72 0,145 ± 0,008 107 3,23 

V 0,123* - - 
 

0,100 ± 0,009 81 18,66 0,094 ± 0,007 76 20,48 0,1038 ± 0,01 84 17,91 
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4.4.2 Limites de detecção e aplicação 
 

   Os limites de detecção foram estimados de acordo com a IUPAC nos 

modos operacionais que obtiveram as melhores exatidões (Tabela 4.5). Nesse caso, 

o LOD foi calculado como três vezes o desvio padrão de dez medidas do branco 

analítico dividido pela sensibilidade (coeficiente angular da curva analítica). Os 

valores variaram de 0,1 µg kg-1 (As e Cd) a 15,8 µg kg-1 (Mo) 

 

Tabela 4.5. Valores de limites de detecção obtidos empregando o ICP-MS/MS. 

Element LOD (µg kg-1) Modo de operação 

As 0,1 He 

Cd 0,1 Single-quad 

Cr 0,8 He 

Co 1,6 Single-quad 

Mn 0,2 Single-quad 

Mo 15,8 Single-quad 

Pb 0,5 Single-quad 

Sr 0,3 H2 

V 0,4 Single-quad 

 

    Seis amostras de carne bovina, ovina e fígado bovino foram digeridas e 

analisadas por ICP-MS/MS nas condições estabelecidas previamente (Tabela 4.6). 

Os intervalos de concentração obtidos foram 6,0 – 25,2 µg kg-1 para As, 0,5 – 86 µg 

kg-1 para Cd, 8,2 – 33 µg kg-1 para V e 150 – 232 µg kg-1 para Sr, 4,7 – 81 µg kg-1 

para o Pb, 4,0  – 16,8 µg kg-1 para Cr e 61,1 – 268 µg kg-1 para Mn. 
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      Adicionalmente, o cobalto foi detectado apenas no fígado bovino. A alta 

concentração de Cd determinado no fígado relaciona-se com a interação desse 

elemento com metaloproteínas. Adicionalmente, os teores dos contaminantes (As, 

Cd e Pb) foram abaixo dos limites estabelecidos pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária na RDC n.42. Os teores reportados para esses analitos em amostras de carne 

na literatura são apresentados na Tabela 4.7 e observa-se uma boa concordância entre 

esses valores e os obtidos nesse estudo. A correlação desses elementos foi avaliada 

empregando 42 amostras de carne bovina. O gráfico de contorno (Fig. 19) apresenta 

uma alta correlação entre o Cd e o Pb (R = 0,8) e entre o Sr e o Cd (R = 0,75). Ruby 

et al.158 investigaram as correlações entre Cd, Pb e Hg em amostras de fígado e carne 

de bovinos. Os autores também verificaram uma alta correlação entre o Cd e Pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Gráfico de correlação para os analitos determinados em amostras de carne bovina (n=42). 
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Tabela 4.6. Teores dos elementos essenciais e tóxicos em amostras de carne de bovino e ovino. 

 

 Analitos (mg g-1) 

Amostra As Cd V Mo Co Sr Pb Cr Mn 

Fígado 

bovino 

9,5 ± 1,9 86,2 ± 1,1 33,0 ± 0,3 3140,7 ± 39,3 270,4 ± 5,8 232,0 ± 33,1 81,0 ± 16,0 7,8 ± 0,4 61,1 ± 6,8 

Músculo 

bovino 

10,5 ± 0,4 0,6 ± 0,01 14,5 ± 0,7 41,7 ± 2,9 <LOD 187,5 ± 13,6 4,9 ± 0,4 13,4 ± 0,1 161,4 ± 4,0 

Músculo 

bovino 

25,2 ± 4,2 0,5 ± 0,01 8,2 ± 0,3 22,2 ± 1,3 <LOD 179,6 ± 19,1 4,9 ± 0,3 5,1 ± 0,1 194,6 ± 4,7 

Músculo 

ovino 

6,0 ± 1,0 0,90 ± 0,04 8,3 ± 0,90 37,9 ± 4,7 <LOD 149,9 ± 10,5 < LOD 16,8 ± 0,5 268,6 ± 2,1 

Músculo 

bovino 

22,4 ± 0,7 <LOD 8,6 ± 0,90 42,0 ± 4,5 <LOD 161,7 ± 9,0 4,7 ± 0,6 6,7 ± 0,8 235,0 ± 0,4 

Músculo 

bovino 

16,9 ± 0,4 9,2 ± 0,7 11,1 ± 0,4 52,1 ± 6,5 <LOD 217,2 ± 39,4 8,1 ± 0,2 4,0 ± 0,1 195,7 ± 2,8 
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Tabela 4.7. Teores dos elementos essenciais e tóxicos em amostras de carne reportados na literatura. 

 

Amostra As (mg kg-1) Cd (mg kg-1) V (mg kg-1) Sr (mg kg-1) Co (mg kg-1) Cr (mg kg-1) Mo (mg kg-1) Mn (mg kg-1) Pb (mg kg-1) Referência 

Ovino - 0,030 ± 0,001 - - - 0,19 ± 0,01 0,58 ± 0,03  - 5 

Bovino - 0,027 ± 0,002 - - - 0,12 ± 0,01 0,30 ± 0,010 - - 5 

Ovino 0,0028 ± 0,0002 <0,00006 - - - 0,0026 ±0,001 0,0051 ± 0,0001 <0,10 - 154 

Bovino 0,0050 ± 0,0011 < 0,002 - - - 3,530 ± 0,059 - - 0,179 ± 0,05 21 

Bovino 0,0035 ± 0,0009 0,0036 ± 0,0008 - - - 0,774 ± 0,043  - 0,061 ± 0,008 21 

Fígado bovino - 0,1 – 0,9 - - 0,05 – 0,08  0,1 – 1,4 0,1 – 5,3 - 0,1 – 22,3 155 

Bovino - - 0,002 – 0,003 0,007 – 2,88 - - - - - 156 

Ovino 0,078 – 0,0157 0,005 – 0,033 - - 0,010 – 0,018 - 0,006 – 0,2 - 0,006 – 0,2 111 

Bovino - - - - - - - 0,50 ± 0,16  157 
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4.5 CONCLUSÕES PARCIAIS 

    O uso da espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente 

e configuração tandem foi eficiente para determinação de elementos essenciais e 

potencialmente tóxicos em amostras de carne. O método analítico desenvolvido 

empregando o ICP-MS/MS apresentou uma exatidão satisfatória com recuperações 

entre 84 – 109% e uma sensibilidade adequada. Adicionalmente, o uso do He como 

gás de colisão proporcionou uma melhora da exatidão para o arsênio e cromo. O 

emprego do H2 no sistema octopolar de reação apresentou o menor erro durante a 

quantificação do Sr. Por outro lado, para a determinação dos outros analitos, como 

Cd, Co, Mo, Mn, Pb e V, não foi necessário o uso de gases na ORS. Os limites de 

detecção obtidos nos melhores modos de operação variaram de 0,1 µg kg-1
 (Cd e As) 

a 15,8 µg kg-1
 (Mo). Amostras de carne bovinas foram analisadas e foi observada 

uma alta correlação para o Cd - Sr e Cd - Pb.  
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CONCLUSÕES FINAIS 

    O uso da espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por 

micro-ondas se mostrou adequado para a determinação de elementos essenciais e 

tóxicos em carnes. A investigação de novas estratégias foi necessária para a 

quantificação de fósforo na fração lipídica, pois a recuperação obtida pela calibração 

externa foi insatisfatória e um severo efeito de matriz foi observado. O uso da 

correção de sinal com a espécie molecular OH e padrão interno apresentou-se como 

alternativa para melhorar a exatidão dessas análises. Os limites de detecção obtidos 

nesses métodos foram 2,5 e 2,7 mg 100 g-1 de amostra com o uso do OH e Te, 

respectivamente, como padrões internos. Também deve-se ressaltar a necessidade do 

emprego do módulo de controle de gás externo (EGCM), o qual possibilita a 

introdução direta de solventes orgânicos no plasma de nitrogênio. 

    O procedimento combinando a microextração líquido-líquido 

dispersiva (DLLME) e o MIP OES apresentou um bom desempenho analítico para a 

determinação de Mo em carnes. Nesse estudo, o planejamento de mistura permitiu a 

adequada seleção do solvente extrator e dispersor, os quais foram o tetracloreto de 

carbono e o metanol, respectivamente. Adicionalmente, os parâmetros da DLLME 

foram otimizados por meio de um planejamento Box-Behnken. Esse procedimento 

apresentou exatidão e sensibilidade satisfatórias. O uso do EGCM também foi 

requerido nessas análises devido a introdução de metanol. Esse acessório possibilitou 

a elevação da frequência analítica, pois nenhuma etapa de preparo de amostra é 

requerida para eliminação do solvente.  

    Os efeitos dos nebulizadores comerciais no plasma de nitrogênio foram 

avaliados em função dos parâmetros fundamentais no plasma, tais como precisão, 

exatidão e sensibilidade. Observa-se que o tipo de nebulizador afeta a temperatura e 

a densidade eletrônica. Adicionalmente, esses dados se relacionaram com a 
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eficiência de transporte de solvente. O nebulizador OneNeb series 2 apresentou uma 

boa precisão para a maioria das matrizes analisadas, enquanto o nebulizador 

concêntrico teve os maiores valores de desvios padrão relativos. Considerando a 

aplicação desses nebulizadores, observa-se que OneNeb series 1 é o nebulizador mais 

comumente utilizado para diversas amostras (alimentos, ambientais e com solventes 

orgânicos).  

    Para a análise de carne por ICP-MS/MS, incialmente, foi realizado um 

estudo para avaliar o melhor modo de operação. Nesse caso, para a maioria dos 

analitos (Cd, Co, Mo, Pb e V) o modo single-quad apresentou recuperações 

satisfatórias. Para o As e o Cr, o hélio empregado no sistema octopolar de reação 

resultou no aumento da exatidão. Adicionalmente, o ORS pressurizado com H2 

apresentou o menor erro. Adicionalmente, o procedimento envolvendo o ICP-

MS/MS apresentou uma sensibilidade adequada.  
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