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RESUMO

A lecitina de soja € um composto extraido do Oleo de soja bruto pelo processo de
degomagem. E um liquido viscoso de coloragdo marrom rico em fosfolipidios. Possui
uma natureza anfifilica, o que a torna o emulsificante natural mais utilizado em
industrias farmacéuticas, cosméticas e de alimentos. Varios estudos tém sugerido a
utilizacao terapéutica da lecitina, no aprimoramento da memoria, na protecdo do
figado e reducédo do colesterol. Devido a sua larga aplicacdo, torna-se necessario o
desenvolvimento de meétodos que permitam monitorar a qualidade da lecitina
comercializada. O objetivo deste trabalho foi realizar a determinagao indireta de
fosfolipidios em amostras de lecitina de soja através da determinacao de fosforo por
espectrometria de absor¢cdo molecular em forno de grafite com fonte continua de alta
resolucdo (HR-CS GF MAS) via absorcdo molecular do monoéxido de fosforo (PO).
Para injecdo das amostras no equipamento, as mesmas foram diluidas em
metilisobutilcetona (MIBK). Foram estudadas as condi¢cBes térmicas para a medida
do fésforo via PO para diferentes linhas de transicdo: 213,561; 246,400 e 324,620
nm. As melhores condi¢cbes foram estabelecidas em 213,561 nm: temperatura de
pirdlise de 1300 °C, temperatura de volatilizacdo de 2300 °C e Mg como modificador
guimico. Para aumentar a sensibilidade analitica, a medida do sinal de absorvancia
foi obtida pela soma de quatro linhas de transicdo molecular de PO vizinhas a 213
nm: 213,5610; 213,5259; 213,6172 e 213,6374 nm. Comparacdo entre curvas de
calibracdo obtidas apartir de solugcdes aquosas de NH4H2PO4 e com solucdes das
amostras preparadas em MIBK mostraram que ndo houve efeito de matriz, sendo
possivel a calibracdo externa com padrdes aquosos. Os limites de detecgcédo e
quantificagdo foram de 2,35 e 7,83 mg g, respectivamente. O coeficiente de
correlacdo (R) foi de 0,9976 para uma faixa linear de trabalho entre 0 e 200 mg Lt. A
precisdo avaliada como desvio padrdo relativo (RSD) foi de 2,47 % (n = 10) para
uma amostra de lecitina de soja contendo 2,2% (m/v) de fosforo. O método
desenvolvido foi aplicado para a analise de amostras de lecitina de soja comerciais.
Para validacdo do método, as amostras também foram analisadas apos digestao por
via umida em bloco digestor, seguida da determinacao de fésforo por espectrometria
de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). A concentracdo
de fosfolipidios nas amostras variou entre 38,1 e 45% (m/v) para 0 método proposto
e entre 37 e 49,5% (m/v) para o método comparativo. O teste t-pareado comprovou
gue nao ha diferenca significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos
(95% de nivel de confianca).

Palavras Chave: lecitina de soja, fosfolipidios, monéxido de fésforo, espectrometria
de absorcdo molecular em forno de grafite com fonte continua de alta resolugéo.



ABSTRACT

Soy lecithin is a compound extracted from the crude soybean oil by the degumming
process. It is a brown viscous liquid rich in phospholipids. It has an amphiphilic
nature, which makes it the natural emulsifier most widely used in pharmaceutical,
cosmetic and food industries. Various studies have suggested the therapeutic use of
lecithin, improvement of memory, liver protection and cholesterol reduction. Due to its
wide application becomes necessary methods for the monitoring of marketed lecithin
quality. This paper presents a method for indirect determination of the phospholipids
in soy lecithin samples through phosphorus determination by high-resolution
continuum source graphite furnace molecular absorption spectrometry (HR-CS GF
MAS) via absorption of phosphorus monoxide (PO). For injection of samples in
equipment, they were diluted in methyl isobutyl ketone (MIBK). Thermal conditions
were studied to phosphorus measured via PO at different transition lines: 213.561,
246.400 and 324.620 nm. The best conditions were established in 213.561 nm:
pyrolysis temperature of 1300 °C, volatilization temperature of 2300 °C and Mg as
chemical modifier. To increase the analytical sensitivity, the measurement of the
absorbance signal was obtained by the sum of four lines of molecular transition PO
surrounding the of 213 nm: 213.5610; 213.5259; 213.6172 and 213.6374 nm.
Comparison of calibration curves of the aqueous solutions of NHsH2PO4 and
solutions of the samples prepared in MIBK no showed matrix effect, and it was
possible external calibration with aqueous standards. The limits of detection and
quantification were found to be 2.35 and 7.83 mg g, respectively. The correlation
coefficient (R) was 0.9976 for a linear response range between of 0 and 200 mg L
1. The precision evaluated as relative standard deviation (RSD) was 2.47% (n = 10)
for a sample of soy lecithin containig 2.2% (w/v) of phosphorus. The developed
method was applied to analysis of the samples of soy lecithin commercial. To
validation the method, samples were also analyzed after wet digestion in digester
block, followed by of phosphorus determination by inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP OES). The concentration of phospholipids in the samples
varied between 38.1 and 45% (w/v) to the proposed method and between 37 and
49.5% (w/v) for comparative method. The paired t-test proved that there is no
significant difference between the results obtained by the two methods (95%
confidence level).

Keywords: soy lecithin, phospholipids, phosphorus monoxide, high-resolution
continuum-source graphite furnace molecular absorption spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A lecitina é uma substancia natural encontrada nos tecidos animais e em 6leos
vegetais. Sendo composta por colina, acidos graxos, glicerol, glicolipidios, triglicerois
e, principalmente, por fosfolipidios como a fosfatidilcolina (PC), fostatidiletanolamia
(PE) e fosfatidilinositol (Pl), com quantidades menores de acido fosfatidico (PA) e
fosfatidilserina (PS) [1].

Dentre todos os 0leos vegetais, o 6leo de soja € aquele que possui uma maior
quantidade de lecitina, que é separada do Oleo bruto pelo processo de degomagem.
A lecitina bruta é um liquido viscoso com coloracdo que varia do marrom a amarelo-
claro, a depender da origem da matéria-prima e das condicbes do processo de
separacdo. Contém cerca de 60-75% de fosfolipidios, 30-40% de 6leo neutro e
aproximadamente 0,5-2% de umidade. Lecitinas bem purificadas possuem um
aroma tipicamente neutro e pouco sabor [2, 3].

Os fosfolipidios presentes na lecitina sdo componentes fundamentais das
membranas celulares e, por conseguinte, essenciais para o crescimento, maturacao
e funcdo adequada das células. Fosfatidilcolina é o fosfolipidio presente em maior
quantidade na lecitina. Este contribui na formacdo da camada bilipidica da
membrana de cada célula do corpo, além de ser percussor da sintese de colina
dentro do organismo, um nutriente essencial para o transporte de gorduras para
dentro e fora das células e também um precursor para sintese de acetilcolina — um
importante neurotransmissor necessario para a memaoria e outras funcdes cerebrais
[4].

Devido a natureza anfifilica, a facil obtencdo e excelente funcionalidade, os
fosfolipidios possuem larga aplicacdo como emulsificante em alimentos, produtos
farmacéuticos, e industrias de cosméticos, dentre outros. Eles também tém ganhado
atencdo especial devido a alguns beneficios a saude, ainda intrinsecos. Varios
estudos tém sugeridos a utilizacdo terapéutica desses fosfolipidios, na forma de
lecitina, no aprimoramento da memoéria, na protecdo do figado e reducdo do
colesterol [5, 6].

Devido a sua complexa composi¢cdo, a maioria dos trabalhos descritos na
literatura para analise de lecitina, bem como o fracionamento de seus fosfolipidios,

envolve procedimentos de alto custo e laboriosos [7]. E possivel encontrar trabalhos
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reportados para determinacdo de fosfolipidios em lecitina de soja por diferentes
técnicas analiticas, como espectroscopia na regido de infravermelho proximo com
transformada de Fourier (FT-NIR) [8], espectrometria de massas ambiente com
ionizacao por spray sonico (EASI-MS) [7], cromatografia em camada delgada (TLC)
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) [9], ressonancia magnética nuclear
de fosforo 31 (RMN 3'P) [9], espectrofotometria na regido do UV-vis [10] e a
colorimetria [11].

Uma estratégia pouco explorada para a analise da lecitina de soja consiste na
determinacdo indireta de fosfolipidios através da determinacdo de fdsforo. A
determinacdo de fésforo foi considerada por muito tempo como um desafio para a
maioria das técnicas espectrométricas atdbmicas, pois este elemento apresenta
absorcdo em linhas de ressonancia situadas na regido UV-vacuo, que ndo esta
disponivel nos equipamentos de absorgdo atdmica convencionais. A determinacao
era realizada em linhas n&o-ressonantes, o que acarretava em problemas
relacionados a sensibilidade. Muitos desses problemas foram contornados apos a
disponibilidade do espectrémetro de absorcdo atdbmica com fonte continua de alta
resolucdo (HR-CS AAS). Esse equipamento, além de oferecer vantagens nas
determinacdes por absorcdo atdmica, permite a determinacdo de moléculas
diatbmicas como PO, CS e NO. Tais moléculas devem ser estaveis em altas
temperaturas e possuirem uma estrutura rotacional fina que podem ser comparadas
as linhas atbmicas e reconhecidas pelo espectrometro de alta resolucao [12].

A espectrometria de absor¢cao molecular com fonte continua de alta resolucao
(HR-CS MAS) foi empregada anteriormente, por exemplo, na determinagéo de
fésforo via molécula de PO em farinha de trigo [13], materiais bioldgicos [14] e
plantas [15]. Entretanto, deve-se ressaltar que ndo foi encontrado na literatura
nenhuma proposta de determinacao indireta de fosfolipidios em amostras de lecitina
de soja via molécula de PO por espectrometria de absor¢cao molecular em forno de
grafite com fonte continua de alta resolucao (HR-CS GF MAS).

Dessa forma, neste trabalho um método analitico foi proposto para
determinacao indireta de fosfolipidios em lecitina de soja por HR-CS GF MAS via
absorcdo de PO. Para viabilizacdo da introducdo das amostras no espectrémetro
diferentes solventes organicos foram testados como diluentes. Além disso, foram
estudadas as condi¢fes térmicas para a medida do fésforo via PO, para diferentes

linhas de transicéo na presenca e auséncia de modificadores.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LECITINA DE SOJA

Em 1850 Maurice Gobley de France isolou uma substancia da gema de ovo
que permitia a mistura entre agua e Oleo. Essa substancia foi nomeada como
Lecitina. Os primeiros usos para este emulsificante natural foram para producéao de
margarina, chocolate, tintas e cosméticos até que, na segunda metade do século
XX, comecou-se a explorar suas propriedades nutricionais e medicinais. Nos anos
seguintes, descobriu-se que esse mesmo produto poderia ser obtido através do 6leo
de soja com as vantagens de ser mais puro, mais nutritivo e mais barato que aquele
isolado da gema de ovo. Durante os anos de 1940, a lecitina de soja conquistou a
industria de alimentos, com o plantio e a moagem de soja acelerados nos Estados
Unidos [16, 17].

O oleo de soja bruto extraido é composto por uma mistura de triglicerideos,
acidos graxos livres, fosfatideos, compostos oxigenados, pigmentos, quinonas,
dicetonas, entre outros, e por isso deve passar por um processo de refinacdo. O
primeiro passo desse processo é a degomagem, pelo qual ocorre a remocao dos
fosfolipidios e de gomas mucilaginosas que afetam a qualidade e conservacdo do
Oleo. A presenca de fosfolipidios em 6leo cru pode causar deterioracao da qualidade
através da formacdo de gomas, que podem se formar durante o transporte e
armazenamento. Essas gomas se hidratam e precipitam, arrastando o 6leo e
formando borras que causam hidrélise e rancificacdo, ao aumentar a acidez,
gerando sabores e odores desagradaveis, além de causar entupimento de
tubulacGes e valvulas nas indastrias. Portanto, a remoc¢do da maior parte desses
fosfolipidios torna-se essencial na qualidade do 6leo produzido [7, 18].

O processo de degomagem consiste em um tratamento do 6leo bruto com a
adicdo de 1 a 3% de agua sob agitacdo lenta durante 30-60 min e aquecimento a

uma temperatura de 70-80°C conforme representado na Figura 1.
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Figura 1- Diagrama do processo de degomagem do Oleo de soja e obtencdo da lecitina
bruta.

Oleo Tratamento Adicdo de Contritinacae
Bruto térmico Agua ga¢

Fonte: adaptado de [7].
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Durante esse processo, os fosfolipidios hidratados passam a ser pouco
sollveis em 6leo, formando um precipitado que é entdo separado por centrifugacao,
onde cerca de 90% dos fosfolipidios sdo removidos do 6leo bruto. O precipitado,
contendo cerca de 50% de umidade é secado sob vacuo a temperatura de 70-80°C.
Apoés a secagem obtém-se entéo a lecitina de soja comercial [7, 19, 20, 21].

Originalmente, o termo quimico lecitina referia-se a fosfatidilcolina, entretanto,
esse termo tem sido comumente utilizado para denominar misturas comerciais de
diferentes fosfolipidios [7]. A palavra lecitina é derivada do termo grego “lekitos”, que
significa “gema de ovo”. Quimicamente, trata-se de um composto organico rico em
fésforo, formado por estruturas lipidicas polares (fosfolipidios) e lipidios apolares
(acido graxos) [3, 20]. Os fosfolipidios sdo encontrados em todas as células vivas,
seja de origem animal ou vegetal. Nos animais estdo concentrados nos 6rgaos vitais
como cérebro, figado e rim. Nos vegetais altas concentracdes sdo encontradas em
sementes e graos. Sao constituintes da membrana celular e participantes ativos no
processo de metabolismo das células, sendo essenciais para a vida [22].

Em grau comercial, a lecitina de soja geralmente contém cerca de 2,2% de
fésforo, que corresponde a uma mistura complexa com cerca de 62-75% de
fosfolipidios [18, 23]. A caracteristica hidrofilica/hidrofébica presente nas estruturas
da lecitina comercial a distingue como emulsificante natural com maior nimero de
aplicagbes nas industrias alimenticias, sendo utilizada como emulsificador lipofilico
em diversos produtos como margarinas, chocolates, biscoitos, caramelos e ragoes.
E também bastante utilizada nas indistrias de tintas e cosméticos. A lecitina é
considerada um surfactante néo toxico bem recebido pelo organismo, uma vez que
faz parte integral das membranas celulares e pode ser completamente metabolizada

[18, 23, 24]. A lecitina de soja como emulsificante, tem por funcdo bésica fazer o
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revestimento fisico das particulas, principalmente daguelas que contém gorduras em
sua composicgéao, de tal forma que, quando em meio aquoso, promova uma reducao
da tensdo superficial entre as fases sélida e liquida. A diminuicdo da tenséo
superficial entre as fases faz com estas se misturem [25, 26]. Na Tabela 1 esta

descrita a composic¢ao tipica da lecitina de soja.

Tabela 1- Composicao (%) tipica da lecitina de soja [3].

Lipidios polares Quantidade (%)
Fosfatidilcolina 20-22
Fosfatidiletanolamina 21-23
Fosfatidilinositol 18-20
Acido fosfatidico 4-8

Esfingomielina -
Glicolipidios 9-12

Outros fosfolipidios 15

Como pode ser observado na Tabela 1, os principais fosfolipidios usualmente
encontrados na lecitina bruta s&o fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI) e acido fosfatidico (PA), acompanhados por glicolipidios e outros
fosfolipidios em menor proporcéo. A proporcédo dos fosfolipidios varia de acordo com
a fonte e com os métodos de extracéo [3, 27, 28, 29].

Na Figura 2, é mostrada a estrutura quimica molecular dos trés principais

fosfolipidios presentes na lecitina de soja.
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Figura 2- Estrutura quimica molecular dos principais fosfolipidios presesntes na lecitina de
soja.
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Fonte: Adaptado de [22].

A natureza anfifilica da lecitina pode ser facilmente observada através da
estrutura quimica da fosfatidilcolina, seu principal constituinte. O grupo fosfatidil € o
componente hidrofilico e tem tendéncia a se associar com agua, enquanto os dois
acidos graxos esterificados sdo componentes lipofilicos e se orientam para a fase
lipidica. A fosfatidilcolina é responsavel pela estabilidade da emulsdo do tipo
agua/dleo, enquanto que fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol estabilizam a
emulsédo do tipo dleo/dgua [26, 30]. A molécula da fosfatidilcolina possui em sua
férmula molecular uma extremidade polar formada por um grupo colina, um grupo
fosfato ligado a porcdo hidrofébica e duas longas cadeias aciclicas de 16 a 22
carbonos, por ligacdes ésteres com o glicerol. Essas cadeias podem conter uma ou
mais insaturacfes, devido a estrutura polar-apolar (anfifilica). As moléculas de
fosfatidilcolina tendem a se auto organizar em bicamadas com importantes funcdes
bioldgicas [18].

De todos os fosfolipidios presentes na lecitina, fosfatidilcolina é singularmente o
mais importante. A colina é importante para a funcdo hepatica, presente na sintese
dos componentes estruturais de todas as membranas celulares, na sinalizacéo
molecular, atua como fator de ativacao plaguetaria, além de ser precursora de um
importante neurotransmissor, a acetilcolina, envolvida no controle muscular,
cardiovascular, ocular, gastrointestinal, e numa seérie de outras fungdes [31].

A fosfatidilcolina esta envolvida em diversas de reacfes metabdlicas essenciais
a vida. Algumas delas incluem: proporcionar estabilidade estrutural as membranas
celulares; fornecer uma reserva de colina para o organismo e atuar como um

segundo mensageiro. A fosfatidilcolina também pode interferir no metabolismo do
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colesterol e outros lipidios, pois exerce um importante papel na absorgéo intestinal
de lipidios por elevar a solubilidade das micelas lipidicas e fornecer revestimento da
superficie para a formacao de quilomicrons (lipoproteina transportadora de colesterol
e triglicerideos do intestino delgado para os tecidos), aléem de alterar a composicéo
dos depdsitos de gordura, removendo colesterol dos tecidos [32, 33].

Em especial, o sistema nervoso central, possui um elevado teor de fosfolipidios
gue sao produzidos no figado. Estudos demonstram que a ingestédo de colina, sob a
forma de lecitina, melhora o raciocinio l6gico e reduz a perda de memoria causada
pelo envelhecimento [34]. Os fosfolipidios também estdo presentes nas mitocondrias
das células, que séo reguladoras do metabolismo celular e produzem energia para o
corpo; na manutencao e no bom funcionamento do sistema nervoso; na protecdo do
figado, e diminuem o excesso de colesterol no sangue [16, 22]. Sem fontes
alimentares de lecitina, o figado € incapaz de produzir uma quantidade suficiente
para atender as necessidades do corpo. A suplementacdo com granulos ou capsulas
de lecitina é, muitas vezes, a alternativa mais indicada para garantir uma quantidade

adequada de fosforo e fosfolipidios no organismo [16].

2.2 O FOSFORO E SUA IMPORTANCIA

O fésforo € um elemento-chave em todas as formas de vida. No organismo,
esta presente quase exclusivamente sob a forma de fosfato e fosfolipidios. O fosfato
€ considerado um importante tampdo intracelular por desempenhar um papel
fundamental no metabolismo das células. Esta ligado a funcdo de tamponamento
dos ions hidrogénio na urina, é responsavel pelo funcionamento dos leucécitos e
possui um papel como um componente estrutural de fosfolipidios, nucleoproteinas, e
acidos nucléicos [14].

Devido a sua reatividade € encontrado na natureza exclusivamente na forma
de fosfatos estaveis. Ocorre também como apatitas, rochas fosfaticas, e fosforitas
marinhas. Sua estrutura eletrdnica permite que forme complexos com compostos
organicos e que se combine com outros elementos na forma de acidos, sais e
oxidos. O fésforo na forma de ions fosfato, € essencial para o metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas, funcionando como cofator em varios sistemas
enzimaticos. Além disso, ele participa da composicdo de substancias com alto

potencial metabdlico como, o trifosfato de adenosina (ATP), o trifosfato de guanina
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(GTP), o trifosfato de inositol (ITP) e outros nucleotideos. O fésforo constitui
aproximadamente 1% da massa corpOrea do ser humano, dessa quantidade cerca
de 85% encontra-se nos dentes e 0ssos na forma de hidroxiapatita, a uma razdo de
1:2 em massa com o calcio. O restante esta presente nos musculos, figado,
intestino, tecido nervoso, principalmente na forma de ésteres organicos (ions fosfato)
e fosfolipidios [35].

A recomendacédo de ingestéo diaria de fosforo € de 700 mg para um individuo
em fase adulta [36]. Sua ingestdo é fundamental para o metabolismo dos seres
humanos e animais. A sua falta no organismo pode acarretar sérios problemas a
saude, principalmente relacionados aos 0ssos e ao sistema nervoso. Do mesmo
modo, 0 excesso pode levar as doencas como diarreia e calcificacdo de 6rgaos e
tecidos [14].

O fésforo também € essencial para as plantas, e o nivel de fosforo € muitas
vezes um fator limitativo para retardar a taxa de crescimento de muitos organismos
em um determinado ambiente. Um excesso de fosforo pode ser problematico,
especialmente em sistemas aquaticos, resultando na abundéancia de algas, baixos
niveis de oxigénio dissolvido, e a morte de certos peixes, invertebrados, e outros
animais aquéticos [12,14].

Sua grande importancia também apresenta destaque na inddstria quimica,
estando presente em produtos finais e intermediarios, como componente essencial
ou como residuo indesejado gerado pelo processo de fabricacdo de reagentes
quimicos [12].

Dada a importancia deste elemento, e considerando sua ampla aplicagdo em
muitos campos (por exemplo, fertilizantes, pesticidas, ligas metalicas, produtos
alimentares, etc.), o desenvolvimento de métodos rapidos e simples para a sua

determinacao em diversos tipos de amostras é de grande interesse.

2.3 DETERMINACAO DE FOSFORO POR TECNICAS ANALITICAS

O fosforo € um elemento dificilmente determinado com precisédo pela maioria
das técnicas analiticas. O maior problema para determinacdo do fosforo
empregando técnicas espectrométricas atbmicas estd no fato das linhas de
ressonancia desse elemento estarem situadas entre 167,16 nm e 178,77 nm, regiao

do ultravioleta no vacuo que nao esta disponivel nos equipamentos de absorgéo



23

atdbmica convencionais. Nessa regido, ha intensas bandas de absorcdo de moléculas
de 4gua e oxigénio, sendo necessario equipamentos em que o monocromador seja
mantido a vacuo ou preenchido com um gas inerte [37, 38, 39].

L'vov e Khartsyvov foram os primeiros pesquisadores a proporem 0 uso do
dublete n&do-ressonante em 213,5 e 213,6 nm, como linhas alternativas para a
determinacao de foésforo por espectrometria de absorcao atdmica (AAS). Neste caso,
a determinacdo de fésforo torna-se fortemente dependente da temperatura, pois o
analito, além de ser atomizado, deve ser excitado. Como estes niveis excitados
estdo a cerca de 1,4 eV acima do estado fundamental (*S%;2), pode-se esperar uma
populacdo atdbmica razodvel em temperaturas acima de 2650°C. Ainda assim, neste
dublete, a sensibilidade é cerca de 100 vezes menor do que nas linhas de
ressonancia [37, 39].

A determinacdo de fosforo por espectrometria de absorcdo atbmica com
atomizacdo eletrotérmica (ET AAS) tem sido tradicionalmente dificultada por
algumas razdes como: a impossibilidade pratica de utilizacdo de linhas de
ressonancia de fosforo; o seu comportamento quimico complexo que resulta na
formacdo de compostos volateis e uma tendéncia para interagir com grafite; e, a
sobreposicao observada entre as linhas de fésforo moleculares e atémicas, o que
torna muito dificil a obtencdo de resultados confiaveis quando se utiliza linha de
origem atémica [14].

Persson e Frech foram os primeiros a investigar os fatores que influenciam na
determinacdo do fésforo por ET AAS, e descobriram que existem dois principais
problemas associados com a determinacdo desse elemento. O primeiro esta
relacionado com o risco de perdas do analito por volatilizacdo na forma de sub-
oxidos e/ ou dimeros moleculares (P2, PO). O segundo deve-se ao fato do fosforo
ndo precisar apenas ser atomizado, mas também excitado para sua determinagéo
no dublete ndo ressonante 213,5-213,6 nm. Eles concluiram que, sem a formacao
de uma fase de alta estabilidade térmica formada pela adicdo do modificador, a
determinacdo néo teria viabilidade pratica devido as grandes perdas de fésforo que
ocorrem antes da etapa de atomizagao [37, 40].

Para que o fosforo seja excitado, € necessaria uma energia adicional, pois uma
temperatura eficaz no forno de grafite desempenha um papel decisivo na
determinacdo. Na pratica, isto significa que o analito deve ser retido na fase

condensada o maior tempo possivel, de modo que a temperatura maxima atingida
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seja obtida no momento da volatilizacdo. Isto irA assegurar um maior efeito de
dissociacdo nos &tomos e a maior quantidade possivel de atomos no estado
excitado [37, 41]. Além disso, deve ressaltar que a natureza da superficie de grafite
(tanto na plataforma como na parede do tubo) influencia na estabilidade térmica do
fosforo e, portanto, na sensibilidade das medidas [42].

Curtius et al. [40] investigaram a atomizacdo do fésforo quando utilizaram forno
de grafite pirolitico e eletrolitico e concluiram que, o grafite eletrolitico oferece um
namero maior de sitio ativos de carbono e, portanto, oferece condicbes mais
favoraveis para determinacdo de fésforo do que os tubos revestidos de carbono
pirolitico. Esse numero de sitios ativos pode ainda ser aumentado quando o oxigénio
€ adicionado ao gas de purga argbnio durante as fases térmicas de pré-tratamento.

Uma grande variedade de técnicas instrumentais tem sido utilizadas para a
determinacdo de elementos ndo metalicos como o fésforo, incluindo os métodos
gravimétricos e volumétricos, cromatografia ibnica e varias técnicas
espectrométricas, tais como a espectrometria de fluorescéncia de raios X (XRF), a
espectrometria de absorcéo atdmica (AAS), a espectrometria de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e técnicas mais sofisticadas acopladas com uma
fonte continua de alta resolugéo (HR-CS) [12] .

Deve-se destacar que o fésforo € um elemento que ainda é intensivamente
determinado por espectrofotometria UV-vis através do método do azul de
molibdénio, onde o fésforo € convertido em ion ortofosfato, que reage com o ion
molibdato em meio &cido para formar um heteropoli-acido amarelo, e entdo é
reduzido para o azul de molibdénio, que apresenta uma forte absor¢céo na regido do
visivel, cuja absorvancia é obtida em 650 nm. A vantagem desse método é seu
custo relativamente baixo por ndo requerer instrumentacao sofisticada. Entretanto,
exige a necessidade do preparo de amostras de forma extensiva, além da presenca
de interferentes devido a varios outros ions que também formam complexos com o
ion molibdato e uma sensibilidade relativamente baixa, com elevados limites de
deteccdo na faixa de mg L1[12, 43].

A determinacdo de fosforo por ICP OES sofre influéncia na sensibilidade
porque a ionizagao do elemento pode ser incompleta nas determinagdes em linhas
ndo-ressonantes, levando a formacao de um plasma relativamente pobre em atomos

excitados, 0 que acarreta em maiores limites de deteccéo [44]. No entanto, diversos
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trabalhos acerca da determinagéo de P por ICP OES utilizando essas linhas, foram
descritos com limites de deteccdo adequados a determinacdo. Santos et al. [45]
realizaram a determinacdo de fosforo por ICP OES em 213,618 nm em amostras
biodiesel, com um LD de 0,5 pg g*. Em um trabalho similar realizado por Drglin [46],
para a determinacéo de P em aco, um LD de 0,1ug g* foi obtido.

Apesar dos problemas também relacionados a sensibilidade, varios trabalhos
tém sido relatados na literatura envolvendo a determinacdo de fosforo por ET AAS.
Lyra et al. [42] realizaram a determinagcdo direta de P por espectrometria de
absorcao atomica em forno de grafite GF AAS com correcédo de fundo baseada no
efeito Zeeman em amostras de biodiesel utilizando a linha de absor¢cédo em 213,618
nm. O LD obtido foi de 7,2 ng de P, relativo a uma concentracdo nas amostras de
1,2 ug g?, e a massa caracteristica foi de 9,1 ng de P. Resano et al. [47]
determinaram fésforo em dois tipos de plasticos, politereftalato de etileno (PET) e
polipropileno (PP) por espectrometria de absorgédo atdmica em forno de grafite com
analise direta de sdlidos (SS- GF AAS), usando a mistura paladio e acido ascorbico
como modificador quimico. Os resultados obtidos foram considerados satisfatorios, a
medida que uma precisao relativa de 7,8% foi obtida para as amostras de PET com
um teor de fésforo em cerca de 45 ug g* e 6,7% para as amostras de PP contendo
cerca de 1000 ug g* de P.

No entanto, na maioria dos trabalhos descritos para envolvendo as
determinacdes de fosforo por ET AAS, os autores tém destacado a importancia do
modificador quimico adequado buscando contornar as dificuldades apresentadas
pela técnica.

2.3.1 O uso de modificador quimico nas determinacdes de fésforo por ET AAS

O estudo de modificadores quimicos visando obter maior sensibilidade e
assegurar a formacdo estdvel da espécie € de grande importancia nas
determinacdes de fosforo. A estabilizacdo do elemento através da adicdo de
modificadores evita perdas do analito durante as etapas que antecedem a
atomizacdo. No entanto, ainda assim, grandes quantidades de fosforo sdo perdidas
nessas etapas. Entre os modificadores quimicos frequentemente utilizados para o
fosforo destacam-se o lantanio, o nitrato de magnésio, fluoreto de sodio e a mistura

de paladio com célcio [37, 48].
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Os estudos feitos por L'vov e Khartsyzov acerca da determinagdo de fésforo
usando linhas de ressonéncia demonstraram que, nas temperaturas atingidas para a
atomizacdo em forno de grafite, a maior parte dos atomos continuam no estado
fundamental e o sinal analitico gerado deriva-se de apenas uma pequena parte dos
atomos de P. Além disso, o fésforo é conhecido por formar compostos gasosos de
alta estabilidade térmica bem como compostos volateis, o que justifica a
necessidade do uso de um modificador quimico [47].

Ediger et al. [41] foram os primeiros a investigar a determinagéo do P em um
forno de grafite comercial e descobriram que a maioria dos compostos de fosforo,
exceto fosfato de calcio, ndo emitiram nenhum sinal de absor¢do atdbmica sem a
adicdo de um modificador quimico e propuseram o uso de lantanio como modificador
para o fosforo. Uma das poucas excecoes, foi relatada por Prévot e Gente-Jauniaux,
que determinaram fésforo em Oleos vegetais, onde a matriz aparentemente,
estabilizou o fésforo suficientemente, de maneira que a adicdo de lantanio ndo foi
necessaria [39].

Lepri e colaboradores [39] demonstraram que a maioria das linhas atébmicas
que estao acessiveis para o fésforo sofre forte sobreposicdo de linhas moleculares
correspondentes a absorcdo de PO. A depender do modificador quimico utilizado
para as determinacfes por vaporizagdo eletrotérmica, nenhum fosforo atémico é
formado e o sinal analitico € proveniente da molécula diatdmica PO, que forma-se
guase exclusivamente no inicio da etapa de atomizacdo. Quando o fésforo é
medido por espectrometria de absor¢gdo atomica em forno de grafite com fonte de
linha (LS GF AAS) no dublete ndo-ressonante 213,5/213,6 nm e sem a adicdo de um
modificador, a absor¢cdo de P aumenta consideravelmente em temperaturas de
atomizacdo acima de 2400°C, e atinge cerca de 50% em 2700 °C. Os autores
também investigaram a determinacdo do fésforo por HR-CS GF AAS utilizando o
mesmo dublete n&o-ressonante, na auséncia e na presenca de modificadores
quimicos selecionados. Paladio puro ou com a adicdo de célcio ou de &acido
ascorbico foi o Unico modificador que ajudou a atomizar quase exclusivamente
fosforo atémico.

Em um trabalho similar, Lepri et al. [48] avaliaram a determinacéo de fosforo na
presenca e na auséncia de diferentes modificadores quimicos por LS GF AAS com
um sistema de correcéo do sinal de fundo baseado no efeito Zeeman, investigando a

capacidade dessa correcao ao lidar com a absor¢cdo molecular gerada pela molécula
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de PO. Sugeriram que lantanio e fluoreto de sodio produzem uma mistura de
moléculas de PO e fosforo atdmico, em uma proporcao fortemente dependente da
temperatura de atomizacdo e que apenas o paladio puro ou misturado ao calcio é
capaz de produzir quase exclusivamente fésforo atémico.

A formacao da molécula de PO durante a atomizacdo do fésforo em um forno
de grafite foi confirmada por Sturgeon e Willie [49], usando a espectrometria de
emissdo com o plasma acoplado indutivamente conectado a um vaporizador
eletrotérmico. O espectro de absorcdo molecular é parte da transicdo eletronica
X?1m— D21 da molécula de PO que exibe uma estrutura fina de rotagédo pronunciada.

Curtius et al. [50] estudaram o uso de diferentes modificadores na
determinacdo de fosforo por espectrometria de absorcdo atbmica com forno de
grafite. Foi feita uma investigacdo do comportamento de cada modificador diante das
temperaturas de pirélise, da melhor massa de fésforo a ser aplicada e sua relagdo
com a vida util do tubo de grafite e com a reprodutibilidade dos valores de
absorvancia integrada. O estudo também concluiu que paladio sozinho ou com a
adicao de calcio foi o melhor modificador a ser utilizado na determinacao de fésforo
por atomizacdo eletrotérmica. Observaram que o modificador lantanio teve
comportamento semelhante aos citados, mas este além de provocar um efeito de
mem©éria pronunciado, ataca o grafite do forno quando utilizado em alta
concentracao.

Os mesmos autores realizaram a determinacdo de fésforo sem o uso de
modificador quimico e concluiram que, a superficie de grafite, a temperatura de
pirdlise e as condigbes da atomizacdo tém influéncia direta na determinacgdo e a
sensibilidade pode variar em mais de uma ordem de magnitude. No entanto, mesmo
sob condicbes favoraveis, uma grande quantidade de fosforo é perdida antes da
etapa de atomizacéo, de modo que uma determinacédo sem o uso de um modificador
quimico néo teria importancia pratica para a quimica analitica [40].

Coskun e Akman [51] utilizaram como modificador a mistura de Pd + Ca para a
determinacao de fosforo em amostras de alimentos usando analise direta de soélidos.
Resano et al. [47] mostraram que a combinacdo de paladio com acido ascorbico
ofereceu 0os melhores resultados para a determinacdo de fésforo em materiais
plasticos utilizando analise direta por amostragem sélida. Lopez-Garcia [52]
determinou P em amostras de leite, mel e férmulas infantis preparadas por

suspensao usando amostragem direta na presenca de peroxido de hidrogénio e a
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mistura Pd + Mg como modificador quimico através de um atomizador eletrotérmico
equipado com lampada de deutério e corretor de fundo baseado no efeito Zeeman.
Hernandez et al. [53] estudaram a estabilidade do fosforo durante a atomizacgéo
eletrotérmica na presenca de fluoreto de s6dio como modificador quimico.

Welz et al. [54] também demonstraram que a maioria das linhas atémicas
sensiveis para o fosforo que estdo atualmente acessiveis sofrem com a forte
sobreposicao de linhas moleculares correspondentes a absorcdo de PO. Os autores
comprovaram que, dependendo do modificador quimico utilizado, apenas PO (e nao
fésforo atdbmico) é formado e medido, e estudaram esse fato utilizando diferentes
tipos de sistemas de correcao de fundo.

Essas descobertas acerca da importancia do uso do modificador quimico nas
determinacdes de fosforo por ET AAS demonstraram que muitos dos trabalhos
publicados anteriormente poderiam conter resultados equivocados, ao ponto de
Lepri et al. afirmarem que “a histéria sobre a determinacdo de fésforo por
atomizacao eletrotérmica convencional no dublete 213,547/213,618 nm deveria ser
reescrita” [39].

Muitos desses problemas com relagdo a determinacdo de fésforo foram
contornados apds a disponibilidade do espectrdmetro de absorcdo atbmica com
fonte continua de alta resolugdo (HR-CS AAS). Esse equipamento possui uma fonte
gue permite uma ampla faixa de determinacao, uma excelente resolucéo espectral, e
um eficiente sistema de correcdo de sinal de fundo. Além de oferecer vantagens
para a determinacdo por absorcdo atbmica, permite também determinacdes de
moléculas diatbmica [12, 55].

2.4 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FONTE CONTINUA
DE ALTA RESOLUCAO (HR-CS AAS)

Por muito tempo, o fosforo foi visto em pesquisas como um elemento que
dificilmente poderia ser determinado com precisdo em baixas de concentracdes pela
maioria das técnicas analiticas. Mesmo quando os métodos mais sensiveis como
ICP-MS e GF AAS eram usados, os limites de detec¢cdo eram incomparaveis

agueles obtidos para outros elementos [56].
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A recente introducao e disponibilidade comercial do espectrometro de absorgéo
atdmica de alta resolucdo com fonte continua esta oferecendo novas possibilidades
para a espectrometria de absorcéo e sua utilizacdo para determinacédo de elementos
nao-metalicos. A utilizacdo de uma fonte continua de alta intensidade combinada
com um espectrometro de alta resolucdo e um detector de arranjo linear de
dispositivos de carga acoplada (CCD) torna possivel selecionar o comprimento de
onda 6timo para a determinacdo desejada e excluir a maioria das interferéncias
espectrais [12]. O equipamento conta com uma lampada de arco curto de xenbnio
de alta intensidade constituida por dois eletrodos de tungsténio. Essa lampada emite
radiacdo em uma faixa continua do espectro eletromagnético, entre 190 e 850 nm,
cuja intensidade de emisséo excede a de uma lampada de catodo oco em cerca de
1 a 3 ordens de grandeza [57]. A alta resolucdo da técnica esta relacionada ao uso
de um monocromador duplo, constituido por um prisma, uma rede de difracdo
echelle e um dispositivo com arranjo de carga acoplada como detector, permitindo
uma alta resolucdo de aproximadamente 2 pm por pixel (unidade fotossensivel do
detector) [58].

Entre as principais vantagens oferecidas pela HR-CS AAS, pode-se destacar
que nenhuma fonte de radiacdo especifica do elemento é necessaria, e que a
absorcao pode ser medida em qualquer comprimento de onda, incluindo bandas de
absorcdo molecular. Além disso, a medida da absorcéo atdmica e do fundo ocorrem
simultaneamente, o que permite captar até mesmo os sinais de fundo mais rapidos,
0 que implica em resultados com maior confiabilidade. Estas particularidades
ampliam as aplicacdes dessa técnica, que se estendem desde os elementos de
transicdo comumente determinados por AAS até elementos de dificil determinacdo
em instrumentos convencionais, como fésforo e enxofre [57, 59].

Outra vantagem do equipamento esta na possibilidade do uso da absorvancia
integrada no comprimento de onda desejado, uma ferramenta que permite
selecionar pixels adicionais ao pixel central do pico, gerando um incremento do sinal
obtido e, consequentemente aumentando a sensibilidade [60].

A HR-CS AAS também tem possibilitado uma melhor compreensao acerca da
importancia da escolha correta do modificador quimico a ser utilizado. A técnica
também permite a observagdo simultanea de linhas atdbmicas de P e bandas

moleculares de PO, bem como uma visao sobre o mecanismo de formacao dos
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atomos de PO e a avaliacdo de outros sistemas de correcdo de fundo [39, 48, 61,
62].

2.4.1 Espectrometria de absorcdo molecular com fonte continua de alta
resolucdo (HR-CS MAS)

Vérias alternativas tém sido propostas para contornar 0s problemas
relacionados as linhas de ressonéncia do fosforo. Entre elas o uso de bandas PO,
em que as estruturas de absorcdo molecular podem ser usadas para determinagao
elementar quando as larguras espectrais dessas estruturas sdo comparaveis a das
linhas de absor¢éo atémica, como € o caso das moléculas diatbmicas [61].

A espectrometria de absor¢cdo molecular (MAS), € uma técnica desenvolvida
para determinacdo de metais em chama e forno de grafite para o monitoramento da
absorcdo de moléculas diatdmicas, estaveis em altas temperaturas e que possuam
uma fina estrutura rotacional, como PO, CS e NO, que podem ser comparadas a
linhas atdbmicas e reconhecidas pelo espectrdmetro de alta resolugcéo [12, 60]. Os
espectros moleculares resultam de transicdoes entre os diferentes estados
energéticos da molécula, cada um com um nivel de energia especifico, e assim
como 0s atomos, as transicfes também sdo quantizadas. Contudo, devido ao maior
namero de transicBes (vibracionais e rotacionais), 0s espectros moleculares
apresentam muito mais linhas do que os atébmicos, sobre uma ampla faixa do
espectro eletromagnético [43].

A pesquisa utilizando MAS comecou em 1972, com a investigagao do espectro
de PO em uma chama ar-acetileno. Em 1976, foi possivel a determinacéo de fésforo
com um espectrdbmetro de absorcdo atdmica equipado com uma lampada de
deutério, utilizando a absorcdo molecular de PO a 246 nm em uma chama de
acetileno-6xido nitroso [12, 63].

A maioria das aplicagbes de HR-CS MAS envolve a utilizagdo do forno de
grafite, devido aos limites de deteccdo serem menores quando comparados com a
chama [63]. O primeiro trabalho sobre MAS usando um forno de grafite foi publicado
por Dittrich em 1978, onde investigou-se a absor¢cdo molecular do galio e do indio
usando vaporizacao eletrotérmica e uma lampada de catodo oco de H2 como fonte
de radiacdo. No entanto, pesquisas posteriores ndo tiveram éxito devido aos
problemas constantes que surgiam em relacdo a ineficiente corre¢cdo de fundo e

perdas significativas de sensibilidade [12, 63, 64].
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Um dos primeiros trabalhos sobre MAS envolvendo a determinagéo de fosforo
através da molécula PO foi realizado por Fuwa et al., ao usarem uma chama de ar-
acetileno e uma fonte continua de excitacdo. Embora os resultados ndo tenham
mostrado um bom desempenho analitico com limite de deteccdo de 2000 pg mL™?,
este trabalho serviu de base para muitas pesquisas subsequentes [12].

Desde a sua introdugdo, a HR-CS AAS provou ser um significativo passo com
relacdo a espectrometria de absorcdo com fonte de linha tradicional (LS AAS). A
radiacdo emitida pela fonte continua permite a selecdo de qualquer uma das linhas
rotacionais utilizadas para determinacfes indiretas de n&o-metais, como fésforo,
enxofre e os halogénios via moléculas diatdbmicas gasosas termicamente estaveis
[57, 48].

Com o uso desse equipamento, as determinacdes envolvendo P podem ser
realizadas utilizando a linha atdbmica 213,6175 nm ou bandas de absorcao
molecular, em chama ou em forno de grafite. Diferentes dos equipamentos que
faziam uso de lampadas de catodo oco de fésforo de pouca intensidade, com a
lampada de xenénio usada em HR-CS AAS é possivel obter a mesma intensidade
em todos comprimentos de onda e intensidade de uma a trés ordens de grandeza
mais elevada que as emitidas pelas fontes de linhas tradicionais [65, 12, 48].

Huang et al. [38] determinaram P, S, F e Cl via absorcdo molecular de PO, CS,
GaF e AICI, respectivamente, por HR-CS MAS utilizando uma chama de ar-
acetileno, de modo que, as espécies moleculares foram avaliadas através do
espectro rotacional fino exibido por essas espécies. Em um trabalho similar, Heitman
et al. [13] relataram a determinacéo P, S, F e Cl via absor¢do molecular de PO, CS,
GaF e AICI, respectivamente, utilizando HR-CS GF MAS em materiais de referéncia
de farinha de trigo. O LD obtido para o fosforo foi de 0,9 ng sem o uso do
modificador quimico.

Resano et al. [14] determinaram fosforo em materiais biolégicos certificados
utilizando amostragem solida com HR-CS AAS e HR-CS MAS. O estudo otimizou as
melhores condicbes para ambas as técnicas comparando o desempenho de cada
uma. Para a absorcéo atémica foi necessario o uso de tungsténio como modificador
guimico permanente juntamente com paladio e acido ascoérbico a uma elevada
temperatura de atomizagao (2650 °C) afim de garantir a conversdo completa dos
atomos de P. O LD atingido foi de 4,9 ng. Para absorcdo molecular de PO apenas o

W foi usado como modificador e uma temperatura de vaporizacdo de 1900 °C foi
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suficiente. O LD foi de 21 ng. Apesar de um menor LD ter sido alcancado nas
medidas feitas por AAS, foi necessario também um rigoroso controle do programa
de temperatura e uma mistura complexa de modificadores. Por outro lado, quando o
fésforo foi monitorado através de linhas moleculares de PO, a determinacéo foi
realizada em uma menor temperatura de vaporizacdo e permitiu o uso de um unico
modificador. Ao comparar os métodos utilizados, os autores concluiram que tanto
AAS como MAS permitiram a determinacdo exata e precisa de P nas amostras
certificadas, no entanto, quando a determinacao foi realizada por MAS, foi possivel
utilizar menores temperaturas de vaporizagdo, o que aumenta a vida util do tubo de
grafite.

Uma estratégia para aumentar a sensibilidade nas determinac¢des envolvendo
moléculas diatbmicas, que tem sido pouco utilizada, consiste no somatorio de
absorvancias de linhas préximas para gerar um aumento do sinal analitico. Tais
moléculas possuem vdrias linhas de absorcdo de sensibilidade semelhantes que

podem ser utilizadas em uma mesma determinacao [15, 66].

2.4.2 Monitoramento simultaneo de linhas do mesmo analito em HR-CS GF
MAS

Uma das grandes vantagens relacionadas ao uso de espectrometro de fonte
continua esta relacionada com a capacidade de monitorar varias linhas atémicas
principais e secundarias ou moleculares simultaneamente. Devidos as bandas
moleculares apresentarem diversas linhas com sensibilidades muito préximas, torna-
se interessante a exploracdo do somatério das absorvancias de diferentes
comprimentos de onda para um determinado analito com a finalidade de obter um
aumento do sinal analitico [15, 67].

O monitoramento simultaneo de varias linhas atbmicas ou moleculares podem
trazer muitas vantagens, tais como: melhoria na sensibilidade e na precisdo pela
soma dos sinais de diferentes linhas do mesmo elemento ou molécula; melhoria na
linearidade com a utilizacdo de pixels laterais; aumento do alcance linear através da
monitorizacdo de multipletos; correcdo simples com a sele¢cdo de um padrao interno
adequado, ou correcdo matematica exata dos espetros sobrepostos [15, 67].

Resano e colaboradores [55] monitoraram as seis transicdes moleculares mais
fortes de sulfeto de carbono (CS) na vizinhanca de 258 nm e obtiveram uma

melhoria em termos de precisdo quando o sinal analitico foi gerado a partir do
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somatorio dessas linhas. O LD também demonstrou ser trés vezes menor (3 ng)
quando comparado ao obtido para medidas realizadas em uma Unica transicao
molecular (9 ng).

Na maioria dos casos, ao usar as informacdes dessas linhas, ocorre um
aumento na confiabilidade dos resultados analiticos, uma vez que interferéncias
potenciais podem ser detectadas se diferentes linhas fornecerem resultados
analiticos significativamente diferentes. No caso da molécula diatbmica PO, a
sensibilidade do método pode ser muito mais elevada com a possibilidade de
monitorar cerca de 10 linhas na vizinhanca de 213,618 nm. Em tal caso, a estrutura
rotacional hiperfina de transicdes eletrdnicas moleculares s&o tipicamente
monitoradas e varias caracteristicas espectrais com uma largura semelhante a de
linhas atbmicas estdo disponiveis, 0 que pode fazer com que o LD seja trés vezes
menor [68, 69]. Além disso, por apresentar trés diferentes transicdes eletrdnicas, a
molécula de PO possui uma grande quantidade de linhas de diferentes
sensibilidades, que podem ser usadas para a determinacao [12].

No entanto, € necessario um estudo para escolher as melhores linhas de
sensibilidades semelhantes. Quando a sensibilidade das linhas que constituem o
multipleto é significativamente diferente ndo faz muito sentido combinar os sinais
obtidos para todas as linhas, uma vez que a adi¢cdo das linhas menos sensiveis
melhoraria pouco o sinal analitico geral, e provocaria ao mesmo tempo, um aumento
do sinal de fundo, podendo aumentar o LD final [66, 68].

Dessa forma, o somatorio de linhas moleculares é um importante artificio
disponivel nos equipamentos com fonte continua de alta resolugdo para a
determinacao de elementos ndo-metdlicos através da absor¢cdo molecular. Uma vez
gue todas as informacBes das transicGes moleculares estdo disponiveis, ha a
possibilidade de ampliar o estudo de interferentes e aumentar consideravelmente a
confiabilidade dos resultados analiticos [68, 69].

Resano et al. [14] usaram o somatorio de nove linhas de absor¢cdo de PO ao
redor de 213,618 nm afim de diminuir o limite de deteccdo na determinagcao de P em
amostras bioldgicas. Bechlin et al. [15] também avaliaram o somatério das linhas
246,400, 247,780 e 247,620 nm para a determinacdo de fosforo via PO em plantas
por HR-CS F AAS e observaram um aumento na sensibilidade ao utilizarem esse

artificio para as determinacoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Propor um método analitico para determinacdo indireta de fosfolipidios em
lecitina de soja por espectrometria de absor¢do molecular em forno de grafite com
fonte continua de alta resolucdo (HR-CS GF MAS) através da determinacdo de

fésforo via absorcéo de PO.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar o solvente adequado para realizar a diluicdo da amostra de lecitina de
soja para viabilizacdo da introducédo da amostra no espectrometro;

= Avaliar o comportamento da espécie PO em diferentes linhas de absorcao
moleculares;

» Investigar modificadores quimicos que possibilitem a estabilizagdo do PO
durante a etapa de pirdlise;

= Otimizar o programa de temperatura do forno de grafite por curvas de pirélise
e vaporizagao para amostras de lecitina de soja;

»Obter as caracteristicas analiticas do método desenvolvido (limite de
deteccao e quantificacéo; preciséo e exatidao) e valida-lo;

= Aplicar o método desenvolvido em amostras de lecitina de soja comerciais.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 EQUIPAMENTOS

As medidas de absorcdo molecular foram realizadas com um espectrometro de
fonte continua de alta resolugdo Modelo ContrAA 700 da Analytik Jena AG (Jena,
Alemanha), equipado com uma lampada de xenbnio de arco curto XBO 301 com
uma poténcia nominal de 300 W, operando em modo hot-spot. Tubos de grafite
revestidos piroliticamente com plataforma integrada fornecidos pelo mesmo
fabricante foram utilizados para as determinacfes. O gas de purga utilizado foi o
argonio (White Martins, Brasil) com 99,998% de pureza em uma vazéo de 2,0 Lmin™.
Os sinais analiticos foram medidos como valores de absorvancia integrada, Aint (area
do pico), com cinco pixels conforme sugerido por Lima [70], usando as linhas de
absorcdo molecular de PO em 213,5610 nm, 213,5259 nm, 213,6172 nm e 213,6374
nm, 246,4000nm e 324,6200nm. O programa de aquecimento usado para as

determinacdes de P via PO é apresentado na Tabela 2.

Tabela 2- Programa de aquecimento para a determinagdo de PO em lecitina de soja por
HR-CS GF MAS usando magnésio como modificador.

Etapa Temperatura, Rampa, Permanéncia, Vazéo
°C °Cls S do gas
L mint
Secagem 110 3 20 2.0
Secagem 140 5 15 2.0
Pirdlise 1300 200 20 2.0
Autozero 1300 0 5 0
Vaporizagéo 2300 2500 5 0
Limpeza 2450 500 4 2.0

Como método comparativo, amostras de lecitina de soja comerciais foram
digeridas em sistema aberto convencional, utilizando um bloco digestor modelo
TECNAL TE 040/25 e as determinacfes foram feitas por espectrémetro de emissao
optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), modelo 720 series (Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA). As condi¢cdes operacionais utilizadas para a
determinacdo de P foram semelhantes as otimizadas por Korn et al. [71] e

encontram-se descritas na Tabela 3.
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Tabela 3- Condicdes operacionais para determinacdo de P por ICP OES em amostras de
lecitina de soja.

Parametro Valor
Poténcia (kW) 1,10
Vazéao do plasma (L min't) 15
Vazéao do gas auxiliar (L min?) 15
Nebulizador V-Groove
Céamara de nebulizacéo Sturman-Master
Vazéo de nebulizagdo (L min™) 0,75
Linha espectral (nm) 213,618

3.2 REAGENTES, SOLUCOES E AMOSTRAS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As solu¢des foram
preparadas usando agua ultrapura obtida a partir do sistema de purificacdo de agua
Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA) com uma resistividade maior que 18.0 MQcm. As
vidrarias utilizadas foram descontaminadas previamente em solu¢cdo de HNO3z a 10%
(v/v) durante 12 h, lavadas em seguida com agua ultrapura e secas a temperatura
ambiente.

A solucdo de calcio 0,1 % (m/v) utilizada como modificador quimico, foi
preparada a partir da dissolucdo de 125 mg de CaCl2 (Merck, Darmsdt, Alemanha)
em propanol para um volume final de 50 mL. Para o preparo da solucdo de
magneésio, também utilizado como modificador quimico, foi necessaria a dissolucéo
de 175 mg de MgCOs (Merck) em um volume minimo de HCI 2 mol L"* com posterior
diluicdo em propanol para um volume final de 50 mL.

Uma solucéo estoque de fésforo 1000 mg L foi preparada pela dissolugcédo de
fosfato de aménio monobéasico anidro (Merck) em agua ultrapura. As solucdes
intermediarias de trabalho foram preparadas pela diluicdo da solucdo estoque com
agua ultrapura.

Metilisoubutilcetona (Merck), pentano (Merck), hexano (Merck), acetona (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil), acido acético (Vetec), metiletilcetona (Merck), propanol
(Vetec) e metanol (Vetec) foram testados como solventes para diluicdo das amostras

de lecitina de soja.
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Foram analisadas seis amostras de lecitina de soja em cpsulas de diferentes

marcas adquiridas em lojas comerciais de produtos naturais.

3.3 PROCEDIMENTOS PARA A DETERMINACAO DE FOSFOLIPIDIOS EM
AMOSTRAS DE LECITINA DE SOJA

3.3.1 Estudo do preparo da amostra

Solventes organicos como metilisobutilcetona (MIBK), pentano, hexano,

acetona, acido acético e metiletilcetona foram testados como diluentes da amostra.
3.3.2 Estudo do comportamento térmico

Estudos foram realizados para definir as melhores condicbes térmicas e o
melhor modificador quimico a ser utilizado nas linhas de absorcdo molecular de PO
em 213,561, 246,400 e 324,620 nm. Esse estudo foi realizado variando as
temperaturas de pirdlise e vaporizagdo entre 700-1800°C e 1700-2700°C,
respectivamente, na auséncia e na presenca dos modificadores quimicos calcio e

magneésio preparados na concentracédo de 0,1% (m/v) em propanol.

3.3.3 Estudo do efeito de matriz

Comparou-se as curvas de calibracdo obtidas empregando o método da adicdo
de analito, em uma solu¢do da amostra de lecitina diluida em MIBK e o método de
calibracdo externa usando solucao padrdo aquosa preparada a partir de NHsH2POa.
Essas curvas foram construidas de modo que houvessem massas de fésforo
equivalentes as seguintes concentracdes: 0; 40; 80; 100; 120; 160 e 200 mg L.

As medidas foram realizadas por absorvancia integrada usando as linhas
moleculares de PO isoladas em 213,561, 246,400 e 324,620 nm e pelo somatério de
quatro linhas vizinhas a 213 nm (213,5610; 213,5259; 213,6172 e 213,6374 nm) que

possuem sensibilidades proximas.

3.3.4 Preparo das amostras para medidas por HR-CS GF MAS

Foram pesadas massas de aproximadamente 0,1000 g de cada amostra de

lecitina de soja diretamente em tubos de polietileno e diluidas em 10 mL de MIBK
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P.A (Merck). Todas as amostras foram preparadas em triplicatas para as medidas
por HR-CS GF MAS para obtengao dos sinais de absorgéo nas linhas moleculares
de PO. A determinacéo foi realizada pela medida do sinal de absorvancia integrada
resultante do somatério das linhas de absorcdo de PO 213,5610, 213,5259,
213,6172 e 213,6374 nm na presenca de 5 pL do modificador quimico Mg.

3.3.5 Método comparativo

O método desenvolvido foi validado através da comparacdo dos resultados
obtidos com as amostras tratadas por diluicdo em MIBK seguidas da determinacao
por HR-CS GF MAS com aqueles resultantes de amostras tratadas por digestao
acida e determinacdo por ICP OES. O procedimento de digestdo das amostras foi
feito conforme sugerido por Korn et al. [71], com algumas modificagdes.

Massas de aproximadamente 0,2000 g de cada amostra de lecitina foram
pesadas diretamente em tubos digestores. Em seguida, foi adicionado 3,0 mL de
HNOs concentrado e 1,0 mL de H2SO4 concentrado. A temperatura do sistema foi
variada em etapas. Nos primeiros 15 min, a temperatura foi mantida a 150 °C e
depois mantida mais 15 min em 180 °C. Posteriormente, foram adicionados 2,0 mL
de H202 30% (v/v) e entdo, a temperatura foi elevada para 220° C. O tempo total do
procedimento foi de 2 h. Apds resfriamento a temperatura ambiente, a diluicdo do
digerido final foi feita para 10 mL com agua ultrapura em frascos de polietileno. A
digestdo de todas as amostras foi realizada em triplicata e brancos analiticos
também foram obtidos do mesmo modo como as amostras.

A curva de calibracéo foi preparada a partir de solucdes padréo de fosforo 1000
mg L (Specsol, Quimlab, Brasil). Em cada solucéo foi adicionado 1,0 mL de H2SO4
10% (v/v) e diferentes quantidades da solucdo padréo, afim de obter solugcbes nas
concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 e 100 mg L.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DO PREPARO DA AMOSTRA

Inicialmente, a proposta do trabalho era realizar a analise por amostragem
direta com o amostrador sélido, mas devido a elevada viscosidade da amostra, ndo
foi possivel prosseguir com essa ideia. A alternativa foi converter a amostra em uma
forma compativel com o instrumento utilizado através da diluicdo em um solvente
organico de modo que nédo houvesse perda do analito.

A diluicdo em solventes organicos € uma forma de preparo de amostras que
viabiliza de forma simples e rapida analises empregando a espectrometria atbmica
envolvendo matrizes oleosas. Dentre os solventes utilizados com mais frequéncia
para diluicho de amostras dessa natureza estdo a metilisobutilcetona (MIBK),
pentano, hexano, acetona, &cido acético, metiletilcetona, propanol, metanol e
tolueno [72, 73, 74]. Considerando que a lecitina é constituida por diferentes
fosfolipidios com diferentes grupos que lhes conferem diferentes polaridades e
solubilidade em solventes organicos [10], no presente trabalho, alguns desses

solventes foram testados para diluicdo das amostras como ilustrado na Figura 3.

Figura 3- Diluicdo da lecitina de soja em diferentes solventes organicos.
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Como pode ser visto na Figura 3, nos testes de solubilizagcdo com a acetona e
a metiletilcetona, houve dissolucdo parcial da amostra. Em acido acético 30% (v/v)
houve dissolucdo parcial da amostra com formacdo de uma solucdo turva. A
solubilizacdo completa das amostras foi observada quando se utilizou MIBK,
pentano e hexano.

Realizou-se, entdo, um estudo acerca dos valores de absorvancia e da
estabilidade dos sinais analiticos, observando o perfil dos picos de absorcéo obtidos
com o uso dos trés solventes como diluentes da lecitina. As medidas foram
realizadas em 213,561 nm, utilizando temperaturas de pirélise e vaporizacdo de
1200 °C e 2300 °C, respectivamente. Essas condicfes ja haviam sido otimizadas por
Lima [70] na determinac&o de P via PO em biodiesel.

Sinais analiticos estaveis, apds sucessivas medidas, foram encontrados para
esses solventes. Observou-se também que as respostas analiticas foram similares
quando se utilizou MIBK, pentano ou hexano; entretanto picos mais estreitos e 0s
menores sinais de fundo foram obtidos com as amostras diluidas em MIBK. O

resultado desse estudo encontra-se ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Perfil dos picos de absor¢cdo molecular de PO em 213,561 nm para uma amostra
de lecitina de soja diluida em diferentes solventes organicos.
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Com base nesses resultados, o MIBK foi selecionado como solvente para
diluicdo das amostras de lecitina. Contudo, por se tratar de um solvente organico
volatil, houve sempre o cuidado em se preparar as amostras momentos antes das
medidas por HR-CS GF MAS. Deve-se destacar que o MIBK foi empregado
anteriormente como solvente para diluicho de matrizes organicas para
determinacdes por espectrometria de absorcdo atbmica com atomizagéo
eletrotérmica [73, 75, 76].
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4.2 ESTUDO DO COMPORTAMENTO TERMICO

A molécula diatbmica de PO apresenta trés diferentes transi¢cdes eletrénicas, e
consequentemente, possui uma grande quantidade de linhas moleculares com
diferentes sensibilidades que podem ser usadas para determinacédo de fosforo [63].
Alguns trabalhos tém sido relatados acerca do estudo de absor¢cdo de PO em
diferentes linhas moleculares. Huang et al. [3838], por exemplo, estudaram a
absorcdo dessa molécula em 246,40, 247,78, 324,62 e 327,04 nm na atomizacao
por chama, atentos as possiveis interferéncias em cada linha. Ja Resano et al. [14]
realizaram estudos sobre a absorcdo de PO em forno de grafite, explorando o
somatorio de linhas na regido espectral ao redor da linha 213 nm.

Com base nessas investigacfes, no presente trabalho, foram avaliadas as
seguintes linhas de transicdes moleculares de PO: 213,561; 213,5259; 213,6172;
213,6374; 246,400 e 324,620 nm, com o intuito de se estabelecer a linha de PO
mais adequada para a quantificacdo de fosfolipidios nas amostras de lecitina de
soja. Como as linhas ao redor de 213 nm possuem sensibilidades semelhantes, o
estudo do comportamento térmico nessa regiao espectral foi realizado com medidas
apenas em 213,561 nm. Esse estudo também foi realizado em 246,400 e 324,620
nm para uma amostra de lecitina de soja diluida em MIBK (1:100 m/v), na auséncia
e na presenca dos modificadores quimicos célcio e magnésio. As curvas de pirélise

e vaporizagao obtidas em cada linha estdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5 - Curvas de pirélise e vaporizacdo para determinacao de P em lecitina de soja via
PO na auséncia (e) e na presenca dos modificadores Ca (m) e Mg (A) nas linhas de
absorcado molecular 213,561; 246, 400; e 324,620 nm (n= 2).
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Os sinais obtidos indicam que a formacdo de PO foi favorecida na presenca
dos modificadores. Pode-se observar também que os maiores sinais analiticos em
213,561 nm foram obtidos na presenca de célcio, enquanto que em 246,400 nm e
324,620 nm, os maiores sinais analiticos foram obtidos na presenca de magnésio.
Como jé esperado, houve um decréscimo na sensibilidade e estabilidade térmica do
analito quando nenhum modificador foi utilizado. Ainda assim, foi possivel afirmar
que ocorreu absor¢cdo da molécula nessa condicdo. De acordo com Lepri e
colaboradores [39, 48], na auséncia de um modificador, a molécula diatémica PO é
formada logo no inicio da fase de vaporizagdo e, sob essas condi¢des, fosforo
atdmico ndo é formado e toda a absorcdo € proveniente da molécula de PO, cujo
espectro se sobrepde a linha atbmica.

Nas curvas de pirdlise e vaporizacdo, pode também ser observado que o
analito apresentou um comportamento térmico semelhante quando célcio e
magnésio foram usados como modificadores quimicos nas medidas realizadas em
213,5611 nm. Provavelmente, um mesmo mecanismo de estabilizacdo do analito foi
obtido para ambos os modificadores, o que indica que os dois podem ser utilizados
para a determinacao do fésforo em lecitina de soja. Huang et al. [77], ao realizarem
um trabalho semelhante usando a atomizacdo em chama, relataram que a presenca
de célcio pode causar forte supressdo da absorcdo de PO devido a formacao de
fosfato de célcio (CaPOa), que € termicamente estavel, tornando-se um interferente
na determinacdo de fosforo por F AAS. No entanto, quando a atomizacdo €
realizada em forno de grafite, a formacéo de CaPOa4 pode favorecer a estabilizacao
do fésforo durante essa etapa, pois esse fosfato é termicamente estavel. Um
mecanismo semelhante ocorre quando o magnésio é utilizado como modificador
quimico.

A adicao de calcio ainda pode resultar na formacéo de 6xido de célcio (CaO),
que podera depositar-se na superficie do forno de grafite e das lentes do
equipamento ou na formacéo de CaCz, resultante da interacdo com o grafite [56]. A
formacdo de Oxido de magnésio (MgO) também pode ocorrer, mas apenas quando
baixas temperaturas de vaporizacdo sdo utilizadas, pois esse oOxido pode
permanecer no forno até 2000 °C.

Os resultados obtidos mostram também que as curvas de pirélise e
vaporizacao foram bem definidas apenas em 213,561 nm. Nessa linha de absorgéao,

uma melhor resposta analitica foi alcancada em uma temperatura de pirélise de
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1300 °C e a etapa de atomizacao foi marcada pela estabilizagdo do sinal entre 2100-
2300 °C. Na Tabela 4 sdo sumarizadas as condi¢des estabelecidas de pirolise e
atomizacdo para cada linha. Essas condi¢cdes foram escolhidas observando néo
somente a intensidade do sinal analitico, mas também o perfil do pico de absorcéo e

os sinais de fundo gerados em cada situagao.

Tabela 4 - Temperaturas de pirélise e vaporizacdo (°C) estabelecidas em cada linha de
absorcéo de PO avaliada na presenca e auséncia de modificadores quimicos.

Linha Temperatura Mg Ca Sem
°C modificador
Pirdlise 1300 1100 800
213,561 nm _
Vaporizacao 2300 2200 2200
Pirdlise 1600 1100 800
246, 400 nm _
Vaporizacao 2300 2100 2500
Pirdlise 1600 900 1400
324,620 nm .
Vaporizacao 2200 2000 2700

Ao observar as temperaturas de pirélise e vaporizacao estabelecidas para cada
linha de absorcdo, pode-se confirmar as diferentes sensibilidades para a
determinacao de PO. Os resultados estdo em consonancia com o que foi observado
previamente por Dessuy [78], onde relatou-se dificuldades na otimizagédo das etapas
de pirélise e vaporizacdo usando as linhas de transicado molecular em 246,400 nm e
324,620 nm. E importante destacar que a transicdo eletrénica X2 N « D2 N da
molécula PO esta situada na mesma faixa espectral do dublete ndo ressonante do
fésforo: 213,547/ 213,618 nm [39], acarretando em uma maior sensibilidade para as
determinacdes de PO feitas em 213,561 nm, e consequentemente uma melhor
definicdo na otimizagao dessas etapas.

Deve-se ressaltar que temperaturas de vaporizagdo acima de 2300°C podem
resultar em uma diminuicdo acentuada na sensibilidade na determinacédo de PO, o
gue pode ser resultado de fatores como: menor tempo de residéncia das moléculas
de PO no forno; formacéo de fésforo atbmico, que comecga a ser significativa em

temperaturas mais altas; ou a eventual formacdo de outras espécies moleculares
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diferentes de PO, tais como P2 e PO2. Tal comportamento foi observado no estudo
da temperatura de vaporizagdo em 213,561 nm na presenca dos modificadores, em
gue o sinal de absorvancia do PO diminuiu em temperaturas acima de 2300 °C [14].
Esse fato, associado a analise dos picos de absorcdo obtido em 2300 °C (Figura 6),
temperatura em que os picos foram mais estreitos e um menor sinal de fundo foi
notado se comparado as outras duas temperaturas com um sinal analitico
semelhante (2100 °C e 2200 °C), determinou a escolha desta temperatura para a
formacédo da molécula de PO.

Um estudo também foi realizado acerca do perfil dos picos de absor¢édo obtidos

nas diferentes linhas moleculares que foram descritas na Tabela 4. Esses picos
estdo ilustrados na Figura 6.

Figura 6- Perfil dos picos de absorcdo de PO nas curvas de pirélise e vaporizagcdo em
diferentes linhas moleculares de PO na presenca de Mg, Ca e na auséncia do modificador.

Mg Ca Sem modificador

Pirélise ol o

213,561 e | [ %] Sk " Sy
nm _L '

Vaporizacéo

Tompo (=)

Pir6lise

03 016 A o
et I o] | 2 ous /\
gool/ - / Fow| [ \
< / 21 I Ed | \
246,400 e ————— o[ | [To={ |
, /
s o0s t— ==
o
° 7 3 3 5 : o 7 3 3 T s o 7 3 3
nm —| Tempo (s) Tempo (&) Tempo (5
03% 02s

Vaporizac¢éo

Pirolise |

324,620 ‘ ' : \
° \ & 0 I\
’ = oozs | |
s ol J e
° ~——— oo M
nm ° ; 3 3 7 3 0 7 3 5 7 : o 7 7 3 7
Tsmuo ) Lot ) tempo (s
0150
oors ~
/

Vaporizagéo

0050

Arsonvirca

*Sinal analitico (—); Sinal de fundo (—);



46

O que pode se notar nessa figura é que os picos mais estreitos e 0s menores
sinais de fundo foram obtidos em 213,561 nm ao usar o Mg como modificador
quimico. Todos os picos obtidos nas demais linhas foram largos e indefinidos e
apresentaram um acentuado sinal de fundo. Dessa forma, a Figura 6 confirma que o
Mg seria o modificador quimico mais adequado ao trabalho. No entanto, com o
intuito de continuar verificando o comportamento do PO em diferentes linhas
moleculares, continuou-se com o estudo das trés linhas usando magnésio como

modificador quimico.

4.3 ESTUDO DO EFEITO DE MATRIZ

Curvas de calibracdo foram obtidas pela técnica de adi¢cdo de analito e com o
uso de padrbes aquosos com uma faixa de concentracdo que variou de 0 a 200 mg
L-1. A curva de adicéo foi obtida a partir de uma amostra de lecitina de soja em meio
organico (MIBK) e a curva de calibracdo externa foi obtida usando padrées aquosos
obtidos a partir de di-hidrogeno fosfato de aménio (NH4H2PO4), conforme sugerido
por Heitmann et al. [13] que também realizou a determinacdo de P via absorcao
molecular de PO por HR-CS GF MAS usando a calibragdo externa com este sal.

As curvas de calibracdo foram avaliadas para cada uma das trés linhas de
absorcdo de PO em 213,561, 246,400 e 324,620 nm, usando Mg como modificador
quimico e as respectivas temperaturas de pirélise e vaporizacdo estabelecidas para
cada caso (Tabela 4). Além das curvas de calibracdo obtidas em 213,561 nm,
curvas obtidas com o somatdrio dos sinais analiticos obtidos com as linhas
localizadas ao redor de 213 nm (213,5259, 213,6172, 213,6374 e 213,5610 nm)
também foram avaliadas. As condi¢cdes térmicas foram as mesmas estabelecidas
para a linha em 213,561 nm individualmente.

Na Tabela 5 sdo apresentados os coeficientes angulares e os coeficientes de
correlacdo obtidos para as curvas de calibracdo aquosa e orgéanica em cada linha de

absorcao.
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Tabela 5- Comparacdo das curvas de calibracdo obtidas empregando adicdo do analito e
padrbes externos (n= 3).

Linha de Adicéo do analito Calibragao externa
absorgcdo nm

R a R a
Somatério das 0,9988 0,0045 + 0,0004 0,9976 0,0043 + 0,0005
linhas préximas a
213
213,561 0,9982 0,0014 + 0,0002 0,9980 0,0012 + 0,0001
246,400 0,9726 0,0005 + 0,0001 0,9993 0,0015 + 0,0001
324,620 0,9926 0,0011 + 0,0001 0,9683 0,0028 + 0,0005

a: coeficiente angular; R: coeficiente de correlagéo.

Os valores listados na Tabela 5 indicam que os coeficientes angulares obtidos
pelos dois tipos de curvas de calibracdo apresentaram valores préximos para as
medidas feitas em 213,561 nm e com o somatorio de linhas em sua vizinhanga. Para
essas linhas observa-se também que os valores dos coeficientes foram maiores
para as curvas por adicdo de analito. Nas medidas realizadas em 246,400 e 324,620
nm os coeficientes angulares foram maiores para a curva por calibragéo externa.

E possivel também extrair da Tabela 5 os intervalos de confianca do coeficiente
angular (a) em cada linha de absor¢édo. Observa-se que os intervalos obtidos pelas
curvas de padrdo organico interceptam nos intervalos do padrdo aguoso apenas
quando as medidas foram realizadas em 213,561 nm isolada ou com o somatério de
suas linhas vizinhas. Para as outras duas linhas de absor¢cdo, ndo ha uma
intersecao entre os intervalos de confianca dos coeficientes angulares obtidos pelas
duas técnicas de calibracdo. Isso significa que apenas nas medidas feitas em
213,516 nm e naquelas feitas usando o somatério de linhas vizinhas a 213 nm pode-
se fazer o uso de calibracdo externa usando padrdes aquosos, e que ndo ha
diferencas entre os dois métodos de calibracdo propostos nas medidas realizadas
com essas linhas de absorcdo. Para as medidas realizadas em 246,400 e 324,620
nm, apenas a calibragcdo com adicdo do analito poderia ser utilizada para evitar os
efeitos de matriz na aplicacdo do método.

Para as medidas feitas em nas linhas vizinhas & 213 nm, também foram

obtidos maiores coeficientes de correlagéo (R). Esse coeficiente mede o grau de
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relacionamento linear entre os valores de absorvancia e concentracdo do analito,
quando mais proximo de 1, maior € essa correlacao.

Por ter obtido bons valores de a e R, uma boa relacdo linear nos dois tipos de
calibracdo e por permitir o uso da calibracdo externa, a determinacédo de P via PO
poderia ser aplicada na linha de absor¢cdo 213,561 nm ou usando o somatoério da
absorvancia das linhas vizinhas. As proximas etapas do trabalho seguiram com

determinacdes usando somente essas linhas.

4.4 CARACTERISTICAS ANALITICAS DO METODO DESENVOLVIDO

Os limites de deteccdo e de quantificacdo do método proposto foram
calculados como trés e dez vezes o desvio padrdo de dez medidas do branco,
divididos pela inclinacdo da curva de calibracdo, respectivamente. A sensibilidade foi
representada pela inclinacdo da curva analitica e a precisdo foi expressa como
desvio padréo relativo (% RSD), dado pela razdo do desvio padrdo de dez réplicas
de uma mesma amostra pelo valor da média da concentracdo determinada. Esses
parametros foram obtidos usando determinacdes em 213,5610 nm e pelo somatério
dos sinais obtidos em suas linhas vizinhas (213,5259 nm; 213,6172 nm; 213,6374

nm; 213,5610 nm) e encontram-se listados na Tabela 6.

Tabela 6- Caracteristicas analiticas do método.

Parametro Somatério 213 nm 213,5610 nm
LD* 2,35 11,37
LQ* 7,83 37,90
Sensibilidade** 0,0043 0,0012
% RSD*** 2,47 4,23

LD: Limite de deteccgéo, LQ: Limite de quantificacdo, RSD: desvio padrao relativo, * mg g1, ** em g
mgt, *** %RSD para uma concentragao de 2,2% (m/v).

E possivel observar que a sensibilidade e a precisdo foram melhores quando o
somatorio de linhas de PO na vizinhanca de 213,561 nm foi usado. Esse fato
resultou em valores mais baixos de LD e LQ quando a estratégia de somatorio dos
sinais analiticos foi utilizada, em consonancia com o reportado previamente na
literatura [15, 69].



49

Resano e colaboradores [69], a0 monitorarem a molécula de PO, ja haviam
relatado que a sensibilidade do método pode ser muito mais elevada com o uso das
linhas nas proximidades de 213 nm. Em tal caso, a estrutura rotacional hiperfina de
transicbes eletrbnicas moleculares s&o tipicamente monitoradas e Vvarias
caracteristicas espectrais com uma largura semelhante a de linhas atbmicas estéo
disponiveis. Uma vez que, todas as informacdes destas linhas estdo disponiveis,
havera um aumento na confiabilidade dos resultados analiticos, o que fara com que
o LD seja trés vezes melhor. Uma melhoria no LD também foi relatada por Bechlin
[15] ao usar o somatério de linhas de absorcao na determinacao de P via PO.

Resano et al. [14] ainda recomendaram a utilizacdo dos sinais combinados
mesmo quando resultados satisfatorios sdo obtidos com apenas uma linha
molecular, uma vez que o uso desse artificio leva a uma estimativa mais robusta do
resultado final. Contudo, é importante ressaltar que o aumento de sensibilidade sé
ocorre quando as linhas envolvidas no somatério de absorgdo possuem
sensibilidades semelhantes. Caso contrario, a contribuicAo no aumento de
absorvancia sera pouca se comparada ao significativo aumento no sinal de fundo.

Como discutido anteriormente, a maioria dos trabalhos, envolvendo essa
determinacao, alcanca limites de deteccdo e quantificacdo elevados. Na Tabela 7
encontram-se listados alguns limites de deteccéo obtidos para determinacdes de P
via PO por HR-CS MAS.

Tabela 7- Limites de deteccdo para determinacdo de P via PO usando o espectrébmetro
com fonte continua de alta resolugdo com chama e forno de grafite.

Vaporizagao Comprimento de LD Amostra Referéncia
onda, nm
Forno de grafite 246,40 0,9 ug gt Farinha de [13]
trigo
Forno de grafite Somatorios de 9 20 ug gt Materiais [14]
linhas ao redor bioldgicos
de 213
Chama ar-acetileno 247,620 13,7 mg L™ Plantas [15]
Chama ar-acetileno 324,62 1,3mgL? Ferro [38]

fundido
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Os dados da Tabela 7 indicam o método desenvolvido apresentou um limite de
deteccdo esperado para a determinacdo de fosforo. Os outros parametros obtidos
também se mostraram adequados para a aplicacdo do método na lecitina de soja,

uma amostra com alto teor de foésforo, conforme sera descrito no préximo topico.

4.5 APLICACAO DO METODO

O meétodo proposto foi aplicado na determinacdo indireta de fosfolipidios em
seis amostras de lecitina de soja em capsulas adquiridas em casas comerciais de
produtos naturais. Devido a falta de material de referéncia certificado para amostras
de lecitina de soja, a exatiddo do método foi avaliada pela comparacdo dos
resultados obtidos por HR-CS GF MAS em amostras diluidas em MIBK com o0s
resultados obtidos por amostras analisadas apo0s digestdo por via Umida em bloco
digestor, seguida da determinagdo por ICP OES. Os resultados obtidos estédo
mostrados na Tabela 8. A comparacao dos dois conjuntos de dados foi feita atraves
da aplicacéo do teste-t pareado e observou-se que nao houve diferenca significativa

a um nivel de confianga de 95%.

Tabela 8- Resultados da determinacéo de fésforo e fosfolipidios (%) em lecitina de soja.

Fosforo Fosfolipidios
Amostra HR-CS GF ICP OES HR-CS GF ICP OES
MAS MAS

1 1,29+ 0,01 1,45+ 0,01 38,7+0,1 43,5+0,3

2 1,35+ 0,03 1,22 + 0,06 40+ 1 372

3 1,51+ 0,05 1,65+ 0,02 45 + 2 495+0,5

4 1,35+ 0,09 1,43 + 0,02 40+ 3 42,9 +0,6

5 1,44 + 0,04 1,38+ 0,01 43+ 1 41,4+0,1

6 1,27 + 0,06 1,23 +0,03 38,1+0,2 371
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A concentracdo de fosfolipidios presentes na lecitina de soja € diretamente
proporcional ao conteudo de fésforo [3, 79]. A concentracdo de fosforo e,
consequentemente de fosfolipidios, em amostras de lecitina de soja depende da
procedéncia da soja bem como das condicbes utilizadas no processo de
degomagem do Oleo [2]. O fator de proporcionalidade é calculado tomando-se por
base a massa molar média dos fosfolipidios presentes na lecitina ou no oéleo,
divididos pela massa atdmica do fésforo. Os métodos da Sociedade Americana de
Quimica e Oleos (AOCS) [80], ddo um fator aproximado de 30 para se estimar o teor
de fosfolipidios presentes em lecitinas extraidas do 6leo de soja bruto [81]. Dessa
forma, tendo sido realizada a determinacdo de fésforo via molécula de PO, tal

guantidade foi relacionada com os fosfolipidios através da Equacao 1:

% fosfolipidios = 30 x % teor de fésforo Equacéo 1

Os resultados expressos em termo de percentagem de fosfolipidios, também
estdo apresentados na Tabela 8. Os resultados obtidos para o teor de fosfolipidios
estdo de acordo com resultados encontrados previamente por HPLC (28,9- 44,1%)
[82], por RMN-P3! (47% e 50,7 %) [83, 9] e EASI-MS (50,4%) [7].
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O método desenvolvido possibilitou a determinacéo de fosfolipidios através da
determinacdo de P via PO por HR-CS GF MAS em amostras de lecitina de soja.
Ficou evidente que a formacdo do analito foi favorecida na presenca dos
modificadores quimicos calcio e magnésio para as medidas realizadas em 213,561
nm. O método apresentou a vantagem de permitir o uso da calibracdo por
padronizacdo externa, garantindo que com a diluicdo realizada da amostra com
MIBK, ndo ha efeito de matriz que interfira no sinal analitico relativo a molécula de
PO, para as determinacdes realizadas em realizadas nessas linhas de absorcao.

Foi possivel concluir que cada uma das linhas de transicdo molecular de PO
possui diferentes sensibilidades para a absorcdo dessa molécula. Os parametros
analiticos tais como limites de deteccdo e quantificacdo, precisao e exatiddo foram
adequados para o objetivo do trabalho. Cabe destacar que, o somatério de linhas
com sensibilidades semelhantes mostrou-se eficiente na melhoria desses
parametros, comparados aos obtidos pela absorvancia integrada resultante do
monitoramento de uma Unica linha.

Foi possivel verificar a confiabilidade do método ao constatar que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas das amostras tratadas por diluicdo em
MIBK e digestdo acida por via Umida seguidas da determinacdo por diferentes
técnicas analiticas (HR-CS GF MAS e ICP OES).

Como perspectivas, tém-se a aplicacdo do método em outras matrizes oleosas
gue possam conter elevadas concentracfes de fosforo e o desenvolvimento de
métodos que permitam a determinacdo de metais e interferentes em lecitina de soja
usando a diluicdo em MIBK como preparo da amostra. E possivel também monitorar
a qualidade de lecitina de soja comercial por outras técnicas analiticas, como RMN
P31l e HPLC, que permitam o fracionamento e a determinacdo dos diferentes

fosfolipidios presentes na lecitina.
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