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RESUMO

ALVES, L.; REZENDE, P. S. Otimizagéo e Desenvolvimento de métodos para
determinagéo de chumbo e cobre em amostras de tinturas capilares empregando
Espectrometria de Absorcao Atdmica em forno de grafite (GF AAS).

O costume de pintar os cabelos existe desde a antiguidade. Os primeiros povos a tingir os
cabelos foram os egipcios. No entanto, com a evolucéo e interesse de consumidores pelos
cosmeéticos, 0s corantes sintéticos tém sido de maior procura, uma vez que estes produtos
possuem grande variedade de cores. Além disso, foram surgindo diferentes tipos de tinturas
capilares, como as tinturas temporarias, semipermanentes e permanentes, cada uma com sua
finalidade especifica. A desvantagem disso € que as tinturas capilares sintéticas possuem grande
quantidade de substancias com potencial nocivo, como amdnia, peroxido de hidrogénio e metais
toxicos, como chumbo e cobre, e isso traz consequéncias negativas, tornando esses produtos
agressivos para o organismo humano. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo a
otimizacdo e desenvolvimento de método para quantificar chumbo e cobre em amostras de
tinturas capilares, empregando a Espectrometria de Absor¢do Atdmica em Forno de Grafite
(GF AAS), técnica analitica sensivel a baixas concentracdes (ug L™). As amostras de tinturas
utilizadas para otimizacao e validacdo do metodo foram do tipo em creme na cor castanho
escuro. Foi realizada a abertura das amostras com HNO3s concentrado, sob aquecimento em
bloco digestor, em tubos fechados. Também foi realizada a otimizacdo do metodo para
determinacgdo da concentracdo de chumbo nas amostras e a otimizacao e parte da validagédo do
método para determinacdo da concentracdo de cobre nas amostras. A otimizacao foi feita em
trés etapas, sendo elas a triagem de modificadores, planejamento fatorial completo 2% e o
planejamento composto central (CCD) para reduzir o nimero de ensaios e obter um método
com as melhores respostas. A validacdo foi realizada de acordo com as instrucées do guia do
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO). As
condicdes otimizadas para o chumbo foram de 266° C para temperatura de pir6lise e 1690° C
para temperatura de atomizacdo, utilizando o zircénio como modificador quimico. J& para o
cobre, as temperaturas de 800° C para pirdlise e 2300° C para atomizacao, utilizando zircénio
como modificador quimico foram as condi¢6es otimizadas. Todas as figuras de mérito avaliadas
na validacdo obtiveram resultados satisfatorios, de acordo com o guia de validacdo do
INMETRO (2016).

Palavras-chave: Tinturas capilares. Chumbo. Cobre. GF AAS. Validacdo de método.
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1. INTRODUCAO

Produtos cosméticos sdo composicdes que consistem de substdncias naturais ou
sintéticas, sendo apenas de uso externo nas diversas partes do corpo humano com o objetivo de
embelezamento, limpeza ou alteragdo da aparéncia, além de promover a correcédo de odores
corporais e ou manté-los em bom estado, segundo a RDC N° 07, de 10 de Fevereiro de 2015
(BRASIL, 2015). Sendo assim, tinturas capilares sdo consideradas produtos cosméticos.

Tingir os cabelos faz parte da vida humana desde os tempos antigos. Os primeiros povos
a tingir os cabelos foram os egipcios. Até o século XIX o tingimento era realizado por meio de
corantes extraidos das plantas (PINHEIRO et al, 2002). No entanto, com a evolucao e interesse
de consumidores pelos cosméticos, os corantes sintéticos tém sido de maior procura, uma vez
que estes produtos possuem grande variedade de cores. Além disso, foram surgindo diferentes
tipos de tinturas capilares, como as tinturas temporarias, semipermanentes e permanentes, cada
uma com sua finalidade especifica (GOMES, 1999). Portanto, ha um elevado crescimento no
mercado de produtos cosmeticos, visto que, ndo soO as tinturas capilares como qualquer outro
cosmeético esta em desenvolvimento continuo de novas matérias-primas, processos e inovagoes.

O Brasil é o quarto maior mercado consumidor de produtos de higiene pessoal e
perfumaria, sendo este setor o segundo do pais que mais investe em inovacdo, 0 que
corresponde a 2,8% da populacdo mundial. O brasileiro € responsavel por 6,9% do consumo de
produtos de higiene, perfumaria e cosmeticos. O mercado do Brasil ocupa o 3° lugar em vendas
de produtos capilares, destacando a importancia deste setor no pais (ABIHPEC, 2018).

Mesmo sendo aplicados topicamente, alguns produtos cosméticos possuem
componentes que podem penetrar a barreira cutanea, sendo entdo absorvidos pelo organismo
(CASTANEDO-TARDAN; ZUG, 2009 apud SOARES, 2012). Isso pode se tornar prejudicial
a satde humana quando diz respeito aos componentes toxicos. Nos produtos para cabelo, esse
fato possui algumas desvantagens, uma vez que as tinturas capilares sintéticas possuem grande
quantidade de componentes com potencial alergénico e/ou até mesmo toxico, como aménia,
peréxido de hidrogénio e ions metalicos, como chumbo e cobre, e isso traz consequéncias
negativas, tornando-os agressivos para o organismo humano (HEMIELEWSKI; SILVEIRA,
2007). Compostos organicos de chumbo podem penetrar através da pele e quando se diz
respeito as tinturas capilares, o chumbo pode estar presente como acetato de chumbo (sal
organico) e com isso ha alta possibilidade desse metal entrar no organismo humano pela
penetracdo no couro cabeludo. Pode haver também inalag¢do durante a aplicacéo da tinta, e como

o chumbo é um metal bioacumulativo, ha o risco de acumular uma dose alta desse elemento no



organismo, causando assim problemas de saude, como anemia, encefalopatia, perda de
memoria, convulsdes, paralisia, entre outras doencas (SOARES, 2012). J& o cobre pode ser
encontrado nas tinturas capilares em forma de sais, como cloreto ou sulfato de cobre e esses
sais possuem afinidade com a queratina do cabelo. Altos niveis de cobre no organismo podem
causar problemas no figado e nos rins. Assim como o chumbo, esse metal também ¢é
bioacumulativo e, portanto, dependendo do grau de exposicdo ao metal pode acarretar danos a
salde, apesar de ser menos toxico que o chumbo (MOREIRA; MOREIRA, 2004;
RODRIGUES, et al, 2009). Com isso, é possivel observar a necessidade de avaliar a
concentracdo desses metais em tinturas capilares.

A qualidade do produto é de extrema importancia, uma vez que esta diretamente ligada
a protecdo do consumidor. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA), 2013, a quantidade méaxima permitida de acetato de chumbo nas tinturas capilares
é de 0,6% (calculada como chumbo), visto que nessa quantidade os danos ao organismo humano
sdo pouco provaveis. No entanto, ndo é especificada a quantidade maxima permitida de cobre
nesses produtos.

O presente trabalho teve como objetivo principal desenvolver métodos para quantificar
chumbo e cobre em amostras de tinturas capilares (em creme), empregando a Espectrometria
de Absorcdo Atdémica em Forno de Grafite (GF AAS). Nesta metodologia, a amostra é
introduzida em um tubo de grafite, onde ocorre a secagem (evaporacao do solvente), pirdlise
(decomposicdo da matriz) e atomizagdo do metal. Uma fonte de radiacdo externa (lampada de
catodo oco) incide sobre o vapor do metal confinado no tubo que é gerado na etapa de
atomizacdo. Devido a atomizacdo de toda aliquota injetada no tubo e o confinamento
temporario do vapor gerado, essa técnica € de alta sensibilidade, capaz de quantificar com alta
precisdo baixas concentragBes do analito (ug L™?) (SKOOG et al, 2016).

Para utilizacdo desta metodologia, foi necessario realizar a otimizacdo do método,
selecionando o melhor modificador quimico e as melhores temperaturas que convertem o
analito em sua espécie volatil com o minimo de efeito de matriz. A validacdo dos métodos foi
iniciada, tendo sido avaliados os parametros seletividade, faixa de trabalho, linearidade,
sensibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo e precisdo (nos niveis de
repetitividade e precisdo intermediaria), de acordo com o descrito pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2016), para entdo determinar a
concentracdo dos metais (chumbo e cobre) nas amostras.

Portanto, os objetivos especificos deste trabalho foram:

o Otimizacdo do método de quantificacdo de chumbo em tinturas capilares por GF AAS;



o Otimizacdo do método de quantificacdo de cobre em tinturas capilares por GF AAS;
o Validagcdo do método de quantificagdo de cobre em tinturas capilares por GF AAS, de
acordo com o guia do INMETRO (2016).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Histérico de produtos cosméticos

Cosmeético € uma palavra originada do grego kosmetikds, que tem como significado
“habil em adornar, ou seja, 0 que serve para ornamentar”. O uso de cosméticos é comum desde
a antiguidade, mesmo que em menor escala e com menor variedade de produtos. Sua histéria
teve inicio com os homens pré-histdricos, 0s quais pintavam seus corpos a cerca de 30 mil anos
atrés, usando terra, cascas de arvores, seiva de folhas esmagadas e orvalho (TREVISAN, 2011,
GAO et al., 2015). Contudo, acredita-se que 0s primeiros a registrar uso de produtos cosméticos
foram os egipcios, que eram habituados a se banharem com uma mistura perfumada de cinzas
ou argila, além de usarem sais de antim6nio ou manganés para pintar os olhos e o rosto. Alguns
relatos de historiadores afirmam que a rainha do Egito, Cledpatra, usava leite para hidratar a
pele e o cabelo durante o banho. Outra razéo para o uso de produtos cosméticos era a religido,
uma vez que eram usados em cerimdnias religiosas ou rituais algumas resinas e unguentos de
perfumes de aroma suaves (GALEMBECK; CSORDAS, n.d.).

Com grande desenvolvimento de produtos na época, 0s gregos entraram na historia da
cosmetologia com uma contribuicdo significativa. Foram eles os primeiros a desenvolver e
produzir sables a base de 6leos vegetais como azeite de oliva, além dos produtos a base de
minerais alcalinos que eram resultado da moagem de rochas. 1sso porque na Grécia antiga era
bastante comum a pratica de “tomar banho”. Com isso, os gregos espalharam Varios produtos
de beleza e formulacGes cosméticas por toda a Europa, além do culto ao corpo e ao banho.
Pode-se afirmar com isso, que foi na Grécia que surgiu o conceito de estética e do padrédo
classico de beleza, fazendo com que, ao passar dos anos mais produtos fossem desenvolvidos
(GALEMBECK; CSORDAS, n.d; MIRANDA, 2018).

Em Roma, famosos da época, principalmente atores, usavam pinturas por meio de
maquiagens que eram produzidas com pigmentos naturais, extraidos de rochas. 1sso acarretou
na morte de muitos atores por intoxicacdo, uma vez que muitos desses pigmentos continham
em sua composicdo chumbo ef/ou mercurio (GALEMBECK; CSORDAS, n.d;
MIRANDA, 2018).

As tinturas capilares também tém sua importancia desde os tempos antigos. No século
XVI, as mulheres europeias clareavam os cabelos misturando enxofre negro, alimen e mel,
uma vez que, cabelos louros eram considerados como simbolo de formosura. Ja no século XVII,
foram surgindo profissionais da area dos cosméticos que adotavam a préatica de banho de vinho
ou de leite nos cabelos (NOHYNEK et al, 2004). Segundo Nohynek e seus

colaboradores (2004), foram encontrados no Egito registros de miimias com cabelo pintado de



hena. Ja no Império Romano pentes de chumbo mergulhados no vinagre eram utilizados com o
objetivo de escurecer cabelos grisalhos.

De fato foi no século XX que houve um avanco significativo na area dos cosméticos,
pois sua producédo passou de artesanal para escala industrial. Isso evidencia que a tecnologia e
0 mercado consumidor ganharam mais espaco, representando atualmente um grande setor na
economia, de acordo com a Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI), (2009).
Com o avanco da tecnologia na area dos cosméticos, os relatos de infeccdes e intoxicagcdes com
produtos cosméticos cresceram e diante disso fez-se necessario se atentar aos contaminantes e
compostos toxicos nestes tipos de produto. Sendo assim, na década de 60 surgiram estudos que
permitiam a identificacdo de contaminantes, para que houvesse instrucdes na fabricacdo e
armazenagem de cada produto (PINTO, KANEKO e PINTO, 2010).

Foi na década de 90 que produtos multifuncionais foram surgindo e, com eles, as
matérias-primas também multifuncionais foram ganhando espago. Além disso, cada vez mais
0s cosmeéticos faziam parte do cotidiano das pessoas, uma vez que esses produtos traziam
resultados satisfatorios em pouco tempo (GALEMBECK; CSORDAS, n.d.). Assim sendo, 0s
produtos de tinturas capilares também foi evoluindo e ganhando espaco nas prateleiras dos
comercios, com variedade de cores e efeitos para agradar todo e qualquer tipo de pessoa.

2.2. Mercado atual da industria de cosméticos

A industria de cosméticos vem crescendo de forma significativa ano apds ano no Brasil.
Vérios fatores contribuem para tal realidade, como o constante desenvolvimento da tecnologia
de ponta, investindo na inovacédo de produtos cada vez mais eficientes, que atendem as diversas
necessidades dos consumidores e consequente aumento no setor produtivo. Outro fator que
contribui é a crescente participacdo da mulher no mercado de trabalho, além do interesse das
pessoas em manterem o bem-estar e conservar a jovialidade, com melhor qualidade de vida
(ABDI, 2009; MIRANDA, 2018).

Estatisticamente, a industria brasileira de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos
(HPPC) cresceu cerca de 10,9% entre 1996 e 2006, tendo faturamento de R$ 4,9 bilhdes em
1996 e R$ 17,5 bilhGes em 2006. No ano de 2010 o crescimento foi de 9,5%, jaem 2011 o setor
brasileiro atingiu o maior crescimento percentual entre os dez maiores mercados mundiais, que
foi de 10,1%, segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC, 2011; ABIHPEC, 2020).

Devido a crises econbmicas sofridas pelo pais, principalmente entre 2015 e 2016 o
mercado consumidor afetou também no &mbito dos cosméticos. Ainda assim, em 2017 este

setor se reergueu no mercado, ocupando o quarto lugar no ranking mundial de consumo de



HPPC, atras apenas dos Estados Unidos, China e Japdo, com crescimento de aproximadamente
2,8%. O setor registrou uma alta em vendas no ano de 2020, cerca de 0,6% de faturamento,
mesmo com o cenario de pandemia registrado nesse ano (ABIHPEC, 2018; ABIHPEC, 2020).
Vé-se na Figura 1 a representacdo grafica do crescimento do mercado consumidor de
cosméticos no Brasil até o ano de 2017, que sdo dados mais recentes da ABIHPEC
(ABIHPEC, 2018).

Figura 1. Representagdo grafica do crescimento do mercado consumidor de cosmeéticos no

Brasil.
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Fonte. ABIHPEC, 2018.

Quanto aos produtos capilares, o Brasil ocupa o terceiro lugar no mercado mundial. No
que diz respeito a coloracdo capilar, o crescimento também € significativo. De acordo com a
ABIHPEC (2018), a categoria hoje alcanca 51,4% dos lares brasileiros. A inovagdo nesse ramo
também ¢ frequente. O desenvolvimento de produtos eficientes, com acdo rapida e de boa
qualidade, além da variedade de cores e produtos foi também motivo de tal crescimento.
Ademais, ndo somente as mulheres estdo em busca de produtos como tinturas capilares, mas
também o mercado brasileiro masculino tem ganhado espaco no setor, o que eleva ainda mais
0 mercado consumidor (ABIHPEC, 2018; ABIHPEC, 2019).



2.3.Tinturas Capilares

Tingir os cabelos é uma pratica antiga, que vém sendo cada vez mais comum na
sociedade. De acordo com Franquilino (2019), dados de Nielsen de 2016, revelam que tinturas
capilares estdo presentes em 51,4% dos lares brasileiros, visto que mudar a cor do cabelo esta
relacionado com autoestima e a experimentacdo de mais cores em um curto intervalo de tempo
tem crescido cada vez mais (FRANQUILINO, 2019).

O cabelo é uma fibra morta que possui 0 objetivo de trazer protecdo ao couro cabeludo
(HOREV, 2004). De acordo com Feughelman (1997), o cabelo é um anexo da epiderme, cobre
os tecidos externos do corpo e funciona como um isolante térmico, protegendo a cabeca e a pele
de raios solares por meio da melanina, além de proteger a cabeca contra abrasdo mecéanica por
meio do couro cabeludo. Os fios sdo produzidos no foliculo piloso e este foliculo é uma
invaginacao epidérmica contendo estrutura queratinizada (pelo). Existe em toda a superficie
cuténea exceto nas palmas das maos, pes, labios, glande, pequenos labios. Em outras palavras,
0s cabelos sdo compostos por células mortas da epiderme e passam pela queratinizacdo. As
ceélulas que produzem a queratinizacdo, denominadas queratindcitos, se proliferam rapidamente
para formar as estruturas capilares (SANTOS et al, 2016).

A fibra capilar é composta por trés estruturas. A cuticula é a estrutura mais externa, que
protege os fios, sendo conhecida como camada protetora. E uma estrutura lipoproteica, amorfa
e possui a capacidade de aumentar de volume devido ao baixo contetddo de cisteina. Com isso,
algumas moléculas pequenas conseguem atravessar a cuticula e chegar ao cortex, que € a
segunda estrutura da fibra capilar. E o cortex que possui a maior quantidade de massa do cabelo.
Contém células alongadas e é também o cortex que possui 0 pigmento natural do cabelo,
denominado melanina (FRANQUILINO, 2019). Santos e seus colaboradores (2016) também
afirmam que as melaninas produzidas nos melandécitos se encontram distribuidas no cértex, sob
a forma de grénulos ovais ou esféricos e sdo responsaveis pela pigmentacéo natural dos cabelos.

Existem dois tipos de melanina, a eumelanina, polimero que possui forma semelhante a
um grédo de arroz. Sua coloracédo varia de vermelho a preto escuro. Ha também a feumelanina,
em que sua formacdo comeca quando um produto intermediario da eumelanina reage com a
cisteina. As moléculas que sdo formadas nessa reacdo contém enxofre, proveniente da cisteina.
Possui gradacdo do amarelo ao vermelho. Sendo assim, o cabelo possui dois tipos de melanina
e guanto maior a quantidade de eumelanina, mais escuro sera o fio (FRANQUILINO, 2019;
SANTOS et al, 2016). A terceira estrutura € a medula que se encontra no centro da fibra capilar,
sendo a camada mais interna. Suas células possuem aspecto esponjoso e sua funcéo nao foi
ainda definida (FRANQUILINO, 2019). De acordo com TORRES et al. (2005), a presenca da



medula ao longo do cabelo geralmente é descontinuada ou até ausente e esta ndo interfere na
estrutura capilar. As estruturas da fibra capilar estdo representadas na Figura 2.
Figura 2. Exemplo da estrutura da fibra capilar.

Cuticula

Cuticula
(6-10 camadas)

Queratina

Cortex
Medula
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Elementos inorganicos podem se ligar aos cabelos com facilidade, causando a mudanca
na coloracdo. Isso pode acontecer apds a exposicao a substancias exdgenas, por exemplo, a cor
verde remete a cromo, cobre, cobalto e niquel; a cor castanho remete a ferro; e a cor cinza
escuro a alguns metais toxicos, tais como chumbo e prata (JONES, 2006).

As tintas de cabelo possuem quatro classificacdes diferentes, sendo elas a permanente,
semipermanente, temporarias e naturais. A composicao destas depende do tipo de coloracao.
Esta classificacdo esta relacionada com o tempo em que a tinta permanece nos fios, além do
tamanho das moléculas dos corantes e da presenca de agentes modificadores da estrutura dos
fios (KIRKLAND et al., 2005; PINHEIRO et al., 2002).

As coloragdes permanentes sdo as que possuem um efeito mais duradouro no cabelo,
resistente a lavagens com shampoo, aplicacdo de temperatura para secagem, dentre outros
fatores. Esse tipo de coloracdo atua diretamente no cortex e os precursores de pigmentos sao
moléculas pequenas capazes de penetrar no interior do cortex. Esses precursores irdo se
polimerizar dentro do fio (OLIVEIRA, 2013; FRANQUILINO, 2019). Um dos componentes
utilizados nas tintas permanentes é o peréxido de hidrogénio, também conhecido como agua
oxigenada, que é capaz de revelar a cor do corante no cabelo. Sua acdo é na oxidacdo dos
pigmentos melanicos do cabelo que estdo na sua cor natural. Assim, ocorre a abertura das
cuticulas e absor¢éo do corante e da amonia para fixagdo da cor (HEMIELEWSKI; SILVEIRA,

2007). Neste tipo de tintura, ha grande afinidade entre o corante e a queratina do cabelo, o0 que



permite a reaplicacdo do produto somente quando ha crescimento dos fios, uma vez que a raiz
cresce com a tonalidade natural (PRUNIERAS, 1994). Dentro desta classificagdo existem
outros dois tipos de tinturas, sendo as tinturas capilares oxidativas, onde misturam-se uma
solucdo de pigmentos, aminas priméarias, amodnia e uma solucdo oxidante (per6xido de
hidrogénio). O outro tipo sdo as tinturas capilares progressivas, que Sdo comuns para cobrir
cabelos grisalhos. E composto por sais de chumbo, bismuto ou prata e as particulas metalicas
vao interagir com residuos de cisteina presente na queratina, 0 que provoca a mudanca da cor
(CORBETT, 1999; SOARES, 2012).

As coloragdes semipermanentes possuem acdo na parte externa do cabelo e por meio da
abertura da cuticula dos fios. No entanto possuem efeito menos duradouro comparando-se as
coloragcbes permanentes, resistindo entre 8 e 12 lavagens apds sua aplicacdo (FRANQUILINO,
2019). Em suas formulagdes contém agua oxigenada, corantes artificiais hidrossoluveis e de
baixo peso molecular, evidenciando a baixa durabilidade da cor, uma vez que pode retornar
para fora dos fios (HEMIELEWSKI; SILVEIRA, 2007). Além desses componentes, hd também
0s agentes de tratamento e uma pequena concentracao de amonia. As tinturas semipermanentes
normalmente sdo aplicadas sobre o cabelo imido ou em conjunto com tensoativos, como por
exemplo os shampoos tonalizantes, e penetram na parte externa do talo do cabelo, provocando
a coloracdo. Geralmente a durabilidade da tinta no cabelo ¢ de um més, dependendo da
frequéncia de lavagem dos fios (SOARES, 2012).

As tinturas que séo classificadas como temporarias permanecem nos cabelos por um
curto periodo de tempo, entre duas e trés lavagens (FRANQUILINO, 2019). Em sua
composicdo ndo séo incluidos a amdnia e os corantes utilizados nessa classificacdo de tintura
possuem baixa interagdo com a queratina do cabelo, justificando assim a facilidade de remocéo
datinta (SOARES, 2012). As coloracgdes temporarias possuem a finalidade de dar nova cor aos
fios, corrigir cores indesejaveis e até mesmo intensificar cores durante o intervalo de uso das
coloracdes permanentes (FRANQUILINO, 2019; HEMIELEWSKI; SILVEIRA, 2007). Elas
possuem diversas apresentacdes, como shampoo, gel, emulséo e solucédo (liquida). Ja as tinturas
naturais sdo produzidas por meio da extracdo das folhas de Lawsonia inermis, ou 0
lawsone (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) (NOHYNEK et al., 2004). Por serem compostos
naturais, essas tinturas possuem baixa variedade de cores, 0 que prejudica a preferéncia por
parte dos consumidores, uma vez que as tinturas sintéticas tém mais opc¢des de cores. No

entanto, sua durabilidade é semelhante as coloracdes semipermanentes (SOARES, 2012).
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2.4.Legislacdo Brasileira para produtos cosméticos
De acordo com a ANVISA, 6rgédo nacional que atua na vigilancia sanitaria do setor de
cosméticos no Brasil, por meio da RDC N° 332, de 1° de Dezembro de 2005, entrou em vigor
a obrigatoriedade da implementacao do sistema de Cosmetovigilancia nas empresas, sejam elas
fabricantes ou importadoras de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes, a partir
do dia 31 de dezembro de 2005 (BRASIL, 2005). De acordo com esta RDC,

“O Sistema de Cosmetovigilancia de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e
Perfumes, facilitara a comunicacdo, por parte do usuario, sobre problemas decorrentes
do uso, defeitos de qualidade ou efeitos indesejaveis e 0 acesso do consumidor a
informacéo.” (BRASIL, 2005).

As empresas cosmeticas deverdo também registrar e avaliar todos os relatos de
consumidores em relacdo aos problemas do cosmético. Além disso, 0 Art. 3 dessa legislacéo
diz que:

“Se do resultado da avaliagdo dos relatos identificarem situa¢fes que impliquem em
risco para a salde do usuario, as empresas fabricantes e/ou importadoras dos Produtos
de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes instalados no territdrio nacional deveréo
notificar a Autoridade Sanitaria Federal do Brasil (Anvisa) e dos Estados Partes do
Mercosul envolvidos.” (BRASIL, 2005).

A Legislagéo vigente no Brasil diz que produtos cosméticos, assim como produtos de
higiene pessoal e perfumaria sdo composicGes que consistem de substancias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano tais como pele, sistema capilar,
unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o
objetivo de embelezamento, limpeza ou alteracdo da aparéncia, além de promover a correcdo
de odores corporais e ou manté-los em bom estado, segundo a RDC N° 07, de 10 de Fevereiro
de 2015 (BRASIL, 2015).

Esta resolucdo subdivide tais produtos em duas categorias de acordo com o seu grau de

risco sanitario, sendo eles grau 1:

“Produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes cuja formulagdo cumpre com a
defini¢do adotada no item | do Anexo | desta Resolucdo e que se caracterizam por
possuirem propriedades béasicas ou elementares, cuja comprovacdo nao seja
inicialmente necesséria e ndo requeiram informagdes detalhadas quanto ao seu modo
de usar e suas restricdes de uso, devido as caracteristicas intrinsecas do produto,
conforme mencionado na lista indicativa." (BRASIL, 2015).

E os produtos de grau 2, que sdo:

“Produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes cuja formulagdo cumpre com a
defini¢do adotada no item | do Anexo | desta Resolucdo e que possuem indicacoes
especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacdo de seguranca e/ou eficacia,
bem como informacdes e cuidados, modo e restri¢des de uso, conforme mencionado
na lista indicativa." (BRASIL, 2015).
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Alguns exemplos de produtos de grau 1 e grau 2 sdo mostrados no Quadro
1 (BRASIL, 2015).

Quadro 1. Tipos de produtos cosméticos que séo considerados de grau 1 e 2.

Produtos cosméticos de grau 1 Produtos cosmeticos de grau 2

Sabonetes, xampus, cremes e lo¢Bes | Xampus anticaspa, cremes dentais anticaries
hidratantes, dleos, batons, lapis e |e antiplacas, desodorantes intimos,
delineadores, produtos para maquiagem (sem | esfoliantes quimicos, protetores labiais,
protecdo solar), perfumes. produtos para area dos olhos, fotoprotetores,
bronzeadores, tinturas capilares, clareadores,
produtos para ondular o0s cabelos,
depilatérios quimicos, removedores de

cuticula, repelentes de insetos, todos os

produtos de uso infantil.
Fonte: Elaborado pela autora. Adaptado de BRASIL, 2015.

Segundo a RDC N° 7 (2015), os produtos de tinturas capilares se encontram na lista de

produtos de grau 2. O limite de concentracdo segundo a legislacéo € de 0,6% calculados como
Pb, no entanto ndo dispbe-se da concentracdo maxima permitida para cobre na legislacdo. Esta
legislacdo também informa outros tipos de limitacdes e requerimentos, além de disponibilizar
as condicOes de uso e adverténcias (BRASIL, 2013).
2.5.Metais e 0s riscos para os consumidores de tinturas capilares

Metais toxicos podem estar presentes nas formulacdes de tinturas capilares, por meio
dos pigmentos inorganicos, como chumbo, mercurio, cadmio, cromo, arsénio e niquel. Em
alguns casos pode acontecer a absorcdo parcial desses metais pela pele, quando estdo solUveis
em agua, 0 que € mais comum nos cosméticos que sdo formulados na forma pastosa ou liquida
(SOARES, 2012). Alguns metais sdo necessarios no sistema bioldgico dos seres vivos, em nivel
traco. No entanto, quando se trata de concentragdes mais elevadas, podem se tornar prejudiciais
a salde humana (MALTEZ, 2007). Isso pode causar alteracdo nas estruturas celulares, inibicdo
de enzimas vitais ou a geracao de radicais livres (SOARES, 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o chumbo é considerado um
dos elementos mais prejudiciais a satde humana, uma vez que esse metal afeta varios 6rgaos e
sistemas do corpo humano (VANZ et al., 2003). Quanto a classificacdo IARC (2006), o chumbo
faz parte do grupo 2B e os compostos inorganicos de chumbo estdo no grupo 2A. Segundo a
IARC (2006),
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“Os compostos organicos de chumbo sdo metabolizados, pelo menos em parte, em
chumbo ibnico, tanto em humanos quanto em animais. Na medida em que o chumbo
ibnico, gerado a partir do chumbo orgéanico, esta presente no corpo, espera-se que ele
exerca as toxicidades associadas ao chumbo inorgénico” (IARC, 2006).

Existem estudos que apresentam efeitos adversos a satide com baixos niveis de chumbo
no sangue, chegando a concentragdes menores que 100 ug L, especialmente em criangas. Os
principais efeitos desse elemento s&o no sistema nervoso central, medula 6ssea e nos rins, sendo
esses considerados sitios criticos de exposicdo do metal (MOREIRA; MOREIRA, 2004).
Segundo estudos (IARC, 2006), ndo foi possivel confirmar o mecanismo de carcinogénese do
chumbo em humanos, isso porque ndo foi possivel separar exatamente as populacdes expostas
somente ao chumbo organico, livre de chumbo inorganico. No entanto, estudos mostram que
0S compostos organicos de chumbo sé&o metabolizados in vivo, a0 menos em parte, com isso,
espera-se que esse chumbo metabolizado possua as toxicidades associadas ao chumbo
inorganico, que possuem efeitos carcinogénicos.

Existem compostos de chumbo inorganico e esses entram no organismo por inalagéo ou
ingestdo. Os compostos organicos de chumbo podem penetrar através da pele. Quando se diz
respeito a tintura capilar, o chumbo esta presente como acetato de chumbo, que é um sal
organico e, portanto, com alta possibilidade de entrar no organismo humano pela penetracéo no
couro cabeludo. Aléem disso, as fontes de exposi¢do do chumbo séo variadas, podendo haver
também a inalacdo durante a aplicacdo da tinta, e como se trata de um metal bioacumulativo,
ha o risco de acumular uma dose alta de chumbo no organismo, causando assim problemas de
saude (MOREIRA; MOREIRA, 2004). Alguns problemas que podem ser desencadeados sdo
anemia, encefalopatia, perda de memoria, convulsbes, paralisia, entre outras doencas
(SOARES, 2012). Mulheres gravidas também sdo prejudicadas, uma vez que o chumbo quando
entra no organismo pode atravessar a placenta, comprometendo o desenvolvimento do feto,
além disso, outro problema associado ao metal é a reducédo da fertilidade feminina e masculina
(SOARES, 2012; IARC, 2006).

O cobre é um elemento considerado essencial para plantas e animais. De acordo com a
IARC (1987), esse metal esta no grupo 3 e ndo possui efeito carcinogénico para 0s humanos.
Pode ser liberado por decomposicédo vegetal na queima de florestas ou por acdo antropica, como
exploracdo mineral e atividades industriais (MALTEZ, 2007). No entanto, altos niveis de cobre
no organismo podem causar problemas no figado e nos rins. Assim como o chumbo, esse metal
também é bioacumulativo e, portanto, dependendo do grau de exposicdo ao metal pode acarretar

danos a saude, apesar de ser menos toxico que o chumbo. Normalmente sdo encontrados sais
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de cobre em tintas de cabelo, como cloreto e sulfato de cobre, sendo que este possui afinidade
com a queratina (RODRIGUES, et al, 2009).
2.6.Métodos analiticos aplicados na determinacdo de metais em produtos
cosméticos

Existem vérias técnicas instrumentais na quimica analitica que sdo eficazes na
quantificacdo de metais em produtos cosméticos, como a voltametria de pulso diferencial de
redissolucdo anddica (Diferential Pulse Anodic Stripping Voltammetry - DPASV), que possui
a capacidade de detectar elementos-traco em concentracfes normalmente presentes no
ambiente, concentrages da ordem de 1012-10"12 mol L™, espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente (Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometry — ICP-MS), técnica
que atinge limites de deteccdo ao nivel de partes por trilhdo, espectrometria dptica com plasma
acoplado  indutivamente  (Inductively Coupled Plasma — Optical Emission
Spectrometry — ICP-OES), técnica de deteccdo multielementar e pode cobrir limites de
deteccdo de mg L™ a pug L. Além dessas técnicas, existe a espectrometria de absorcéo atomica,
podendo ser em chama (Flame Atomic Absorption Spectrometry — FAAS), com capacidade de
determinar metais na ordem de mg L™, ou em forno de grafite (Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry - GF AAS), podendo trabalhar com concentragdes na faixa de pg L.
Outras alternativas viaveis para determinar metais traco em cosméticos sdo as técnicas
potenciométricas e voltameétricas (FERNANDES, 2016).

Ao se escolher determinada técnica, deve-se analisar principalmente sua sensibilidade,
ou seja, a variacdo da intensidade do sinal em relacdo a concentracéo do analito, assim como
sua exatiddo, que é o grau de concordancia entre um valor medido (analito) e um valor
verdadeiro (ou valor de referéncia). Alem desses fatores, é importante avaliar também a
disponibilidade de analito na amostra, a matriz da amostra e os custos de andlise. Alguns
estudos mostram a eficiéncia da espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite para
determinacdo de metais traco em cosméticos. 1sso porque a GF AAS possui baixos limites de
deteccéo, na ordem de microgramas por litro (ug L™?) e espera-se que a quantidade de metais
como cobre e chumbo em amostras de cosméticos seja minima, portanto essa técnica é bastante
utilizada nestes casos. O baixo volume de amostra necessario e 0 menor tempo gasto para
analise também sdo motivos para que o forno de grafite seja a opcdo para varios autores,
minimizando a quantidade de residuos gerados em consonancia com os principios da quimica
verde (SOARES, 2012). No entanto, pode haver interferéncias na técnica, como alteracfes na

introducdo da amostra, sinais de background (absor¢do nao especifica, fundo) e também efeitos
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de memdria, mas que podem ser minimizados com adequada otimizacdo das condicbes
operacionais (BORGES, 2016; WELZ; SPERLING, 1999).

A espectrometria de absorcao atbmica € uma técnica que utiliza uma fonte externa de
radiacdo que incide no analito no estado vaporizado. Essa técnica fundamenta-se na interacéo
da radiacdo com a matéria. A amostra é entdo convertida em atomos e ions na fase gasosa. Cada
elemento absorve luz em um comprimento de onda especifico, justificando a seletividade da
técnica. Na espectrometria de absor¢do atdmica por forno de grafite (GF AAS), a atomizacao
acontece dentro de um tubo de grafite, representado na Figura 3. Esse tubo possui formato
cilindrico, aberto nas duas extremidades e com um orificio central, por onde a amostra é
injetada. Posteriormente, acontece uma série de aquecimentos programados, sendo essas etapas
identificadas como secagem, pirdlise e atomizacdo. Na secagem acontece a evaporacdo do
solvente da amostra, em temperatura geralmente préxima de 100° C. A pirdlise ja é um processo
com temperatura mais alta, em que a matéria organica proveniente da amostra é calcinada e
parte da matriz é eliminada, diminuindo riscos de interferéncia. E comum que a temperatura
dessa etapa varie de 300 a 1.200° C, dependendo das caracteristicas da matriz. Por altimo
acontece a atomizacao (normalmente entre 2.000 e 3.000° C), na qual o analito é vaporizado e
0 equipamento detecta 0 metal de interesse. Ha dois fluxos de gas inerte, que criam uma corrente
de gés, eliminando o ar e carreando o0s vapores gerados pela matriz para que ndo haja influéncia
na detecgdo (SKOOG, 2006; WELZ; SPERLING 2005).

Figura 3. Corte longitudinal de um atomizador de forno de grafite.
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Fonte. SKOOG, 2006.
Com o objetivo de aumentar a estabilidade térmica do analito, utilizam-se modificadores
quimicos para as analises por espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite.
Consequentemente a eficiéncia da etapa de pirdlise é influenciada pelos modificadores,

permitindo maiores temperaturas nessa etapa (SOARES, 2012). Os modificadores podem ser
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introduzidos de forma convencional, sendo injetado juntamente com a amostra, em forma de
solucdo e também de forma permanente, em que o modificador é adicionado previamente nas
paredes do tubo de grafite, onde fica fixado por meio de sucessivas aplica¢des da solucdo do
modificador quimico com tratamento térmico. Normalmente sdo utilizados metais com alta
temperatura de fusdo, como paladio, platina, iridio, roédio, ou elementos que formam carbetos,
como, por exemplo, molibdénio, niébio, zirconio, vanadio e silicio (FROES et al., 2006;
ATZ, 2008).

Borges (2016) determinou aluminio em cervejas e vinhos tintos, chumbo em cerveja e
cobre em ice-drinks empregando GF AAS. Essa técnica foi escolhida no trabalho devido a baixa
concentracio dos metais nas matrizes analisadas. Os valores encontrados de AIP* encontram-se
na faixa de 166 a 513 pg L. Os valores encontrados para cobre foram na faixa de 5,2 a
34,2 ng L1 e para chumbo em amostras de cerveja foram na faixa de 1,4 e 4,8 pug L™ e aluminio
de 0,5a1,6 ug L. Além disso, essa técnica permitiu a analise sem nenhum preparo de amostra
(analise direta), tornando-se assim, adequado para a determinacao de metais nestas matrizes de
forma simples e rapida. A autora utilizou modificadores permanentes, que mostrou ser uma
alternativa eficaz para minimizacao de efeitos de matriz, sendo eles rodio na matriz vinho tinto,
tungsténio na matriz ice-drink. Ja na determinacdo de aluminio em cervejas, utilizou rédio como
modificador e na determinacdo de chumbo em cerveja, utilizou iridio como modificador
permanente.

Pessoa et al (2012) determinaram Ba em amostras de petrdleo utilizando a técnica de
GF AAS. A presenca desse metal em petréleo bruto deve ser controlada, visto que podem levar
a incrustacdes em tubos de aco, valvulas e outros equipamentos utilizados na perfuracdo do
petréleo bruto. Segundo os autores, essa técnica foi escolhida por ser rapida e de facil execucéo,
evitando etapas tediosas e demoradas, além disso, eles confirmaram boa precisdo nas analises.
A faixa de concentracdo obtida neste trabalho foi entre 72,8 + 3,2 e 656 + 27 ng g*. Eles
relataram que o uso de CaCl, como modificador foram escolhidos devido aos resultados
apresentarem baixos desvios-padrao, indicando baixa interferéncia da matriz.

Marthe (2011) utilizou a técnica de GF AAS para analisar aluminio, chumbo, cobre,
ferro e zinco em folhas, extratos, capsulas, comprimidos e bebidas originados a partir da
alcachofra (Cynara scolymus L.) e da catuaba (Trichilia catigua). De acordo com a autora, a
técnica € uma boa forma para avaliar a presenca de metais em amostras de alcachofra e catuaba,
uma vez que permitiu a quantificacdo dos cinco elementos estudados em uma ampla faixa de

concentragéo, visto que 0s metais apresentam baixas concentragdes nas matrizes (ug g2).
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Batista (2017) inicialmente desenvolveu uma metodologia analitica, utilizando FAAS,
para determinacdo de Pb em batons e tinturas capilares. No entanto, a autora verificou que
devido a baixa sensibilidade da técnica, ndo foi possivel quantificar o elemento na maioria das
amostras. Sendo assim foi necessario utilizar GF AAS para quantificar Pb nessas amostras,
visto que esta apresenta uma melhor sensibilidade, quando comparada a FAAS, pois a amostra
é atomizada em um periodo curto e o tempo médio de permanéncia dos 4&tomos no caminho
dptico é maior, cerca de um segundo ou mais permitindo analises numa faixa de trabalho na
ordem de pg L™ apresentando-se como uma melhor alternativa para determinagéo de Pb em
batons e em tinturas capilares.

2.7.Preparo de amostras

Realizar um tratamento adequado de preparacdo de uma amostra € o primeiro passo de
uma analise. A forma de decomposicéo dessa amostra ird depender de sua natureza, assim como
do elemento de interesse. Além disso, deve-se observar também o método de analise, a precisao
e exatiddo desejadas. Com isso, a etapa de preparo de amostra é a mais critica de uma anélise e
todos esses fatores sdo importantes na escolha do método de preparo (KRUG, 2008). Se
tratando de matrizes organicas e analito inorgénico, o preparo de amostras é de grande
importancia, visto que muitas vezes o metal ndo se encontra na forma disponivel para deteccao.
O preparo de amostras corresponde ao conjunto de procedimentos que tem o objetivo de
converter uma amostra bruta representativa em uma forma mais adequada para analise quimica
(HARRIS, 2013). Além disso, ¢ uma etapa que demanda um tempo maior, mais gasto
operacional (custo) e estd susceptivel a erros sistematicos, como contaminacdo, erros de
calibracdo de instrumentos, perda de analito, etc. O preparo de amostras pode ser tanto por via
Umida (digestdo ou dissolucao acida) ou por via seca (cinzas para materiais organicos, fuséo
para materiais inorganicos refratarios) (AUGUSTO, 2014; BARROS, 2016). Para a
decomposicdo por via Umida, dois equipamentos sdo comumente utilizados: o forno
micro-ondas e o bloco digestor. A decomposi¢do da matriz assistida por radiacdo micro-ondas
é uma opcdo de tratamento de amostras de grande valia. E um processo que possui grandes
vantagens por ser rapido e eficiente, uma vez que ha o aquecimento devido ao aumento de
pressdo dentro do frasco que os vapores acidos e os gases liberados na decomposicdo geram.
Uma desvantagem nesse sistema € a frequéncia analitica reduzida, limitacdo da massa de
amostra empregada e além disso, a amostra final digerida deve estar com concentragéo reduzida
de carbono (AUGUSTO, 2014).

O uso de bloco digestor para decomposi¢do da matriz também é uma opc¢do muito

utilizada, principalmente em casos de que nao esta disponivel o uso do micro-ondas, visto que
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é um equipamento de alto custo. O preparo de amostras nesse equipamento possui maior
frequéncia analitica, baixas pressdes, o que facilita 0 manuseio e o custo também é baixo. No
entanto, o tempo de digestdo da amostra é maior e esta mais propicio a contaminacao, perda de
materiais volateis no caso de sistemas abertos e para sistemas fechados, ha riscos de explosao
quando utilizados &cidos fortes (como HCIO4 por exemplo). No entanto, o uso do bloco digestor
com sistema fechado possui grandes vantagens, reduzindo a perda por volatilizagéo e a
contaminag&o, em relacéo ao forno micro-ondas. Portanto, é importante ressaltar que a abertura
de amostras em bloco digestor e sistema fechado deve ser realizada de forma cuidadosa, devido
aos riscos de explosdo dos tubos, ficando limitada somente a casos de baixas massas de
amostras ou para amostras com menores teores de matéria organica (AUGUSTO, 2014).

Sdo encontrados na literatura varios trabalhos que utilizam acidos concentrados no
preparo de amostras em que as matrizes sd8o0 produtos cosmeticos. Como
AL-SALEH et al (2009) que utilizaram HNOs na decomposi¢do de amostras de batom para
determinagdo de Pb por GF AAS. Foram empregados 0,2 g de amostra € 4 mL de HNOs
concentrado. A mistura foi deixada por 4 horas em temperatura ambiente, e depois aquecida de
um dia para o outro a 85° C em bloco digestor.

Para determinacdo de elementos de baixas concentragdes, em determinados tipos de
amostra, a decomposicdo por via Umida € bastante relevante, visto que os analitos de interesse
podem ser convertidos em cations nao volateis, permanecendo em solu¢do (KRUG, 2008).
Mesmo com a importancia do controle de qualidade dos cosméticos, ainda ndo existem normas
que padronizam algum tipo de preparo de amostras para determinacdo de metais e impurezas
nesses tipos de produtos. Tratando-se do preparo de amostras de tinturas capilares, Fernandes
(2016) realizou a digestao de cerca de 0,100 g de amostra com HNO3 (70%) e em banho-maria
a temperatura de 60 a 70° C. A cada 2 horas de aquecimento o autor adicionou H2O2 (10%)
totalizando 8 horas. Batista (2017) realizou a digestdo em bloco digestor, com uma massa de
1,000 g de amostra de tinturas capilares e HNO3z 65%, as quais foram levadas ao bloco digestor
a uma temperatura de 100 °C por aproximadamente de 5 horas. A digestdo utilizando forno
micro-ondas também é bastante comum para esse tipo de amostra, como Soares (2012) que
realizou a digestdo de 0,2 g de amostra de tinturas capilares com HNOsz e H2O2, sendo dispostos
no forno de micro-ondas. Esse procedimento possui menor tempo de preparo de amostra em
relacdo ao banho-maria e ao bloco digestor, no entanto é um equipamento de alto custo, como

ja mencionado.
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2.8.0timizacéo e validagdo de métodos

Muitas técnicas analiticas necessitam de um planejamento e otimizacdo das condi¢bes
instrumentais para aperfeicoar o desempenho da técnica, como a GF AAS. A otimizacdo é
bastante utilizada na quimica analitica, servindo como ferramenta para alcangar melhorias nas
condi¢des de um processo, buscando os melhores resultados possiveis. 1sso é feito analisando
e monitorando a influéncia de variaveis do experimento, assim como a interacdo dessas
variaveis na resposta final (BEZERRA, et al, 2008).

Dois tipos de otimizacdo comumente utilizadas s@o a univariada e a multivariada. Na
otimizagdo univariada, sdo fixados todos os fatores em um certo nivel e varia-se somente um
fator até obter a melhor resposta e fixar tal condicao, podendo estudar outro fator, até que todas
as variaveis desejadas sejam otimizadas individualmente. E um procedimento de fécil
interpretacdo dos dados, uma vez que relaciona a resposta analitica com a variavel estudada.
No entanto, ndo é possivel monitorar as interacdes entre as variaveis, além disso, hd um
aumento no namero de ensaios quando aumenta o niamero de variaveis (MALTEZ, 2007). Ja
a otimizacdo multivariada possui maiores vantagens em relacao a univariada, uma vez que este
tipo de otimizacao avalia simultaneamente os efeitos de todas as variaveis, aléem da influéncia
das interacOes entre os fatores. Apesar de requerer mais habilidade na interpretacdo dos
resultados, obtém-se uma reducdo no nimero de ensaios em relagdo a otimizagdo univariada
(SOARES, 2012).

Na otimizacdo multivariada pode-se empregar o planejamento fatorial completo, que
pode indicar as variaveis que sdo significativas, reduzindo assim o nimero de ensaios
necessarios. Nesse planejamento ha a avaliacdo dos tipos de interagcdes existentes entre 0s
fatores e a influéncia na resposta, com o auxilio de uma superficie de resposta simples
(MOURABET, et al. 2017). Depois do planejamento fatorial completo, refina-se a otimizacéo,
empregando-se o planejamento composto central (Central Composite Design — CCD), que
permite obter uma superficie de resposta, da qual se pode extrair os pontos criticos que
correspondem as condi¢cbes que fornecem a melhor resposta. O CCD combina dois niveis do
planejamento completo e no minimo um ponto central para melhorar o ajuste quadratico
(TARLEY, et al. 2009).

Segundo a NBR 1SO 9000, a validacdo é importante, pois é quando se comprova que 0
método desenvolvido atende aos requisitos de qualidade utilizando-se evidéncias palpaveis,
obtendo resultados confiaveis. Para que um método seja validado, o INMETRO indica os

parametros a serem avaliados e confirmados, sendo eles: linearidade, sensibilidade, faixa de
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trabalho, especificidade e seletividade, robustez, limite de deteccéo e quantificacdo, exatidéo,
precisdo (INMETRO, 2016).

A linearidade diz respeito a habilidade em ter resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra em uma determinada faixa (ICH, 2005). E
obtida por meio da expressdo matematica para calcular a concentracdo real do analito na
amostra. A observacdo da linearidade pode ser tanto pelo grafico obtido dos ensaios ou
calculados com a equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos
quadrados. Observa-se também o valor do coeficiente de correlacdo linear (r), que indica se
uma reta é adequada ou ndo como modelo matematico. Geralmente um valor de r maior que
0,90 € considerado adequado.

A sensibilidade analitica indica a variacdo da resposta em funcéo da concentracdo do
analito. Além disso, € observada pela inclinacdo da curva de regresséo linear dada pela curva
de calibracdo (normalmente realizada na linearidade). A sensibilidade do método depende tanto
da natureza do analito quanto da técnica de detecgdo utilizada. Pode-se afirmar que quanto
maior a inclinacdo da reta (coeficiente angular), mais sensivel é o método (INMETRO, 2016).

A faixa de trabalho € o intervalo entre a menor e maior concentracdo do analito quando
os resultados sdo proporcionais a concentragcdo do analito na amostra. A menor concentracao
geralmente é dada pelo valor do limite de quantificagdo (LQ) e a maior concentracdo
normalmente € dada por meio da linearidade, sendo o ultimo ponto linear da curva (ICH, 2005).
Muitos equipamentos estabelecem sua faixa dindmica linear de trabalho. Portanto, deve-se
analisar se a faixa de concentracdo do analito seja coincidente com a faixa dindmica do
equipamento. E sempre importante ter a concentracdo mais esperada no centro da faixa de
trabalho, quando possivel (INMETRO, 2016).

A seletividade é a capacidade de medicéo exata do analito de interesse em um método
analitico, mesmo com a presenca de outros componentes como impurezas, produtos de
degradacdo e até mesmo outros componentes da matriz (ANVISA, 2003). Um método é
considerado seletivo quando ele distingue a resposta de um analito frente a varios outros. Os
ensaios para teste de seletividade normalmente envolvem analises com padrdes, material de
referéncia ou amostras com ou sem analito. Na amostra pode existir componentes que
interferem no resultado, aumentando ou diminuindo o sinal de resposta, dando um falso
resultado. Sendo assim, nesse estudo de seletividade é importante verificar também se ha efeito
de matriz. Esse estudo € realizado por testes estatisticos, podendo ser o teste t (Student) de
comparacdo de médias ou o teste F de homogeneidade de variancias. Uma seletividade ndo

assegurada compromete a linearidade, a exatiddo e a precisdo do método.
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O limite de detec¢do (LD) de um método é a menor quantidade de analito existente na
amostra de possivel deteccdo, podendo ou ndo ser quantificada sob as condi¢Ges estabelecidas
(ICH, 2005; INMETRO, 2016). Em determinagédo de metais que possuem baixa concentracéo
na amostra, como analise de tracos, deve-se saber qual a menor concentracdo do analito que
pode ser detectada pelo método. No guia da INMETRO de 2003 diz que:

“O limite de deteccdo do equipamento (LDE) é a concentragdo do analito que produz
um sinal de trés a cinco vezes a razdo ruido/sinal do equipamento. O limite de detec¢do
do método (LDM) é a concentragdo minima de uma substancia medida e declarada
com 95% ou 99% de confianca de que a concentracdo do analito é maior que zero”
(INMETRO, 2003).

Portanto, o limite de deteccdo de um método varia em funcdo do tipo da amostra.
Existem diversos modos de se calcular o limite de deteccdo. No entanto, 0 mais comum de ser
utilizado é a estimativa pelo desvio padrdo do branco, em que o branco é a matriz da amostra
sem o analito de interesse (INMETRO, 2016).

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito que pode ser
quantificado na amostra (ICH, 2005). E um parametro importante para métodos quantitativos e
assim como o limite de detecgédo, também é calculado pela estimativa do desvio padrdo do
branco (INMETRO, 2016). A concentracdo do limite de quantificagdo é maior ou igual ao
primeiro ponto da curva analitica.

A exatiddo do método implica na concordéncia entre o resultado de um ensaio e o valor
de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. Os procedimentos mais utilizados
para avaliar a exatiddo de um método sdo com uso de material de referéncia, participacdo em
comparagdes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacdo. Quando ndo possui
disponivel o material de referéncia para determinada matriz, realizam-se ensaios de
recuperacdo. Esses ensaios sdo realizados com amostras fortificadas de quantidade conhecida
do analito, na faixa de uso do método. A limitacdo desse teste é que o analito adicionado nao
necessariamente se encontra na mesma forma que na amostra.

A precisdo avalia a dispersdo de resultados entre ensaios independentes e é expressa
normalmente pelo desvio padréo ou desvio padrdo relativo. Esses ensaios sdo repetidos de uma
mesma amostra ou padrdes, com diferentes concentracdes e condicdes definidas. As formas
mais comuns de expressar a precisdo sdo pela repetitividade, que € a concordancia entre
medicgdes sucessivas, sob as mesmas condicGes de medicao e a reprodutibilidade, que é o grau
de concordancia entre os resultados das medi¢cdes de um mesmo mensurando, efetuadas sob
condicdes variadas de medicao, normalmente em laboratoérios diferentes, para verificar o quanto

um método é reprodutivel. Existe também a precisdo intermediaria que se diferencia da
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repetitividade por ser analisada em tempos (dias) diferentes. E considerada mais representativa
que a repetitividade, visto que, ao ser validada, 0 método pode ser utilizado sob quaisquer
condicdes de tempo (INMETRO, 2016).

Por Gltimo tem-se a robustez, que é a capacidade de um método analitico ndo ser afetado
por pequenas variagdes nos parametros de execug¢do. Um método é considerado robusto quando
ndo apresenta alta sensibilidade frente a pequenas variacbes que possam ocorrer. Além disso,
esse parametro indica confianga do método durante uma aplicagéo rotineira (INMETRO, 2016).

Existem vérios trabalhos na literatura que empregaram a otimizacdo e validacdo de
métodos do GF AAS. Soares, (2012) realizou a otimizacdo e validacdo de métodos para
determinacdo de chumbo e niquel, em produtos cosméticos (perfumes, tinturas capilares e
maquiagem) e em amostras de cabelo humano, por espectrometria de absor¢do atdmica em
forno de grafite. De acordo com a autora, condigdes ideais de analise como modificadores
permanentes, temperaturas de pirolise e atomizacgédo, tempos de pirolise e modificador quimico
em solucdo, foram avaliadas para alcancar uma maior eficiéncia analitica, evidenciando assim
a importéncia de otimizar e validar um método.

Amorim e colaboradores (2006) compararam procedimentos de otimizacéo
multivariada e univariada no estabelecimento das condi¢fes de analise por GF AAS, para
determinacdo de aluminio em refrigerantes. De acordo com os resultados, a otimizacéo
multivariada obteve melhor sensibilidade, além de um maior tempo de vida 0til do tubo de
grafite, 0 que leva a reducéo dos custos das analises.

Borges (2016) realizou a otimizacgéo e validacdo de métodos para analisar aluminio em
cervejas e vinhos tintos, chumbo em cerveja e cobre em ice-drinks empregando a técnica de
GF AAS. Foiressaltada a necessidade da otimizacao das condicdes analiticas como temperatura
de pir6lise e de atomizacao, além do tipo de modificador quimico para obtencédo de resultados
satisfatorios. Essas variaveis exercem papel importante na sensibilidade, exatiddo e precisdo de
cada método desenvolvido, enfatizando assim a importancia tanto da otimizacdo quanto da

validacdo de um método.



22

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Preparo da amostra

A amostra de tinta utilizada na otimizacdo e validacdo do método foi obtida por
aquisicdo em comércio local e foram utilizadas tinturas em creme na cor castanho escuro.
Foram testadas quatro formas diferentes de preparo da mesma amostra para avaliar qual tipo de
abertura seria mais eficiente. Para isso, foram medidos em balanga analitica (Toledo - Modelo:
AR2140), cerca de 500,0 mg de tinta de cabelo, em triplicata para cada tipo de preparo. Foram
medidas as massas das amostras diretamente nos tubos de digestdo para minimizar erros
sistematicos por perda de massa.

O acido nitrico utilizado no preparo das amostras foi destilado e para isso foi utilizado
0 destilador de &cido Sub-boiling Milestone DuoPur, equipamento disponibilizado pelo
CEFET-MG, que aquece o acido nitrico por lampada de infravermelho, gerando a evaporacao
do &cido em temperaturas de aproximadamente 10° C ou 20° C abaixo de seu ponto de ebulicdo.
Em seguida o acido é condensado e recolhido em frasco apropriado.

Em todos os tubos foram adicionados 3,00 mL de acido nitrico Merck purificado, com
auxilio de pipeta graduada. Todas as formas de preparo foram repetidas, fortificando com
400 pL de solugBes padrdo 500 pg L de cobre e chumbo, levando a uma concentragéo de
20 pg Lt de chumbo e cobre. As solugdes foram levadas ao bloco digestor, da marca Quimis,
a 100° C por diferentes tempos e os tubos foram fechados. As solucdes intermediarias de
chumbo e cobre (500 pg L) foram preparadas usando padrdes comerciais de 1000 mg L da
marca Specsol. A forma de preparo (reagentes empregados e tempo de aquecimento em bloco
digestor) de cada tratamento sdo apresentadas no Quadro 2. Nos preparos com emprego de
perdéxido de hidrogénio, foi adicionado 1,00 mL do reagente concentrado 30% v/v, da marca
Synth.
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Quadro 2. Condigdes testadas no preparo das amostras de tinturas capilares.

Preparo Reagentes empregados Tempo de digestdo
1 HNOs/ fortificado 2 horas
2 HNOs/ fortificado 5 horas
3 HNOs + H.0,/ fortificado 2 horas
4 HNOs + H.0,/ fortificado 5 horas
5 HNO3/ sem fortificar 2 horas
6 HNO3/ sem fortificar 5 horas
7 HNOs + H20,/ sem fortificar 2 horas
8 HNO3 + H.0,/ sem fortificar 5 horas

Fonte. Elaborado pela autora.

Apos esta etapa, as amostras foram resfriadas até temperatura ambiente e transferidas
para os frascos de polietileno graduados, em que foram avolumados para 10,00 mL com agua
ultrapura, do tipo Direct-Q Millipore.

3.2 Instrumentacao

O espectrometro de absorcdo atbmica utilizado € da marca Varian AA240Z, juntamente
com um forno de grafite Varian GTA 120 e um amostrador automéatico Varian PSD 120. A
fonte de radiacdo utilizada é uma lampada Varian de catodo oco para cada elemento, sendo a
de chumbo operada a 283,3 nm e a de cobre a 327,4 nm. Foi utilizado argénio (99,996%; Air
Products, Brasil) como gas de purga. As condi¢cdes de secagem e limpeza utilizadas para todas
as andlises foram de acordo com o recomendado pelo fabricante. Foram utilizados tubos
revestidos com grafite pirolitico Varian com plataformas de L"vov. Todo o equipamento foi
disponibilizado pelo CEFET-MG para uso.

3.3 Otimizacéao

A otimizacdo do método foi realizada de forma a buscar as condi¢Ges experimentais
capazes de gerar o melhor sinal analitico (maior absorbancia). Visto que, alguns
fatores/variaveis podem influenciar na obtencdo do sinal, percebeu-se a necessidade de
otimizacdo do método, com a investigacdo de variaveis e de seus niveis. Sendo assim, a
otimizacdo foi realizada em trés etapas: triagem de modificadores, planejamento fatorial
completo 22 com ponto central nas variaveis temperatura de pirdlise e temperatura de
atomizacdo e planejamento Composto Central (Central Composite Design - CCD).

Todas as analises realizadas na etapa de otimizacdo seguiram as condi¢cdes

recomendadas pelo fabricante de acordo com o Quadro 3.



Quadro 3. Condicdes operacionais para determinagéo de Pb e Cu em GF AAS.

Meétodos e parametros Chumbo Cobre
Método Pb Zeeman Cu Zeeman
Método de medicéo Area do pico|  Area do pico
NUmero de replicatas 3 3
Comprimento de onda 283,3 nm 327,4 nm
Corrente da lampada 5,0 mA 4,0 mA
Taxa de recalibracéo 20 20
Volume da amostra 10 pL 10 pL
Concentracio do padréo 30pgL? 30 ug L

Fonte: AGILENT TECNOLOGIES, 2012

Todas as amostras durante as etapas de triagem de modificadores e avaliacdo da forma

de preparo de amostras foram analisadas utilizando a rampa de temperatura recomendada pelo

fabricante (ver Quadro 4 e Quadro 5).

Quadro 4. Programa de forno recomendado pelo fabricante para a determinacdo de Chumbo

em solucdes aquosas por GF AAS.

Fluxo de _
o Temperatura | Tempo ] Comprimento
Elemento | Etapa | Objetivo gas Ler
(°C) (s) _ de onda (nm)
(L min?)
1 Secagem 85 5 3 Nao 283,3
2 Secagem 95 40 3 Nao 283,3
3 Secagem 120 10 3 Nao 283,3
4 Pirolise 400 5 3 Né&o 283,3
5 Pirolise 400 1 3 Né&o 283,3
Chumbo 6 Pirolise 400 2 0 Né&o 283,3
7 Atomizacéo 2100 1 0 Sim 283,3
8 Atomizacao 2100 2 0 Sim 283,3
9 Atomizacao 2100 2 3 Nao 283,3
10 Limpeza 2600 2 3 Nao 283,3

Fonte: AGILENT TECNOLOGIES, 2012
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Quadro 5. Programa de forno recomendado pelo fabricante para a determinacéo de Cobre
em solucdes aquosas por GF AAS.

Elemento | Etapa | Objetivo |Temperatura Tempo | Fluxo de gas | Ler | Comprimento
(°C) (s) (L min) de onda (nm)

1 Secagem 85 5 3 Né&o 327,4

2 Secagem 95 40 3 Né&o 327,4

3 Secagem 120 10 3 Néo 327,4

4 Pirolise 800 5 3 Né&o 327,4

Cobre 5 Pirdlise 800 1 3 Né&o 327,4

6 Pirdlise 800 2 0 Né&o 327,4

7 Atomizagéao 2300 1,1 0 Sim 327,4

8 Atomizacéo 2300 2 0 Sim 327,4

9 Atomizacéo 2300 2 3 Né&o 327,4

10 Limpeza 2600 2 3 Né&o 327,4

Fonte: AGILENT TECNOLOGIES, 2012
3.3.1  Triagem de modificadores

A primeira etapa da otimizacdo foi a triagem dos modificadores, tendo sido testados 0s
sequintes: iridio permanente, paladio permanente, rodio permanente, ruténio permanente,
zirconio permanente e sem modificador. Todas as condi¢fes operacionais do espectrémetro
nesta etapa foram de acordo com o recomendado pelo fabricante, descritos no Quadro 3. Em
sequida, foram selecionados os dois modificadores e o preparo que obtiveram as melhores
respostas de absorbancia, com menores sinais de fundo para realizar a segunda etapa da
otimizacdo. Também foi calculada a massa caracteristica (Equacdo 1) para cada modificador,
com o objetivo de selecionar o modificador que mais contribuir com o aumento da sensibilidade
do método, onde C ¢ a concentracéo (ug L™?), V representa o volume de solugdo injetado (uL),
A é a area do pico (s?).

__ (c*xv%0,0044 5—-1)
A

3.3.2  Planejamento fatorial completo 23

m0 Equacéo 1.

De acordo com os resultados de absorbancia e sinal de fundo obtidos na triagem de
modificadores, foram selecionados dois modificadores e a forma de preparo da amostra que
apresentaram os melhores resultados (maior absorbancia e menor sinal de fundo), sendo entdo
utilizados na proxima etapa da otimizacdo. O programa de forno utilizado nesta etapa esta

descrito no Quadro 6 para o Chumbo e no Quadro 7 para o Cobre, cujas siglas “TP” e “TA” se
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referem a temperatura de pirolise e a temperatura de atomizagéo, respectivamente, uma vez que

foram utilizadas combinagdes diferentes de temperaturas. Realizaram-se 12 ensaios com

duplicata do ponto central nas variaveis temperatura de pirélise e de atomizagdo. O modificador

é uma variavel qualitativa, portanto ndo tem ponto central. Os resultados obtidos foram tratados

no programa STATISTICA verséo 12.0 para analisar as melhores condigdes.

Quadro 6. Programa de forno utilizado no planejamento fatorial 2° para Chumbo.

o Temperatura| Tempo |Fluxo de gas Comprimento
Elemento | Etapa | Objetivo ) Ler

(°C) () (L min?) de onda (nm)

1 Secagem 85 5 3 Né&o 283,3

2 Secagem 95 40 3 Né&o 283,3

3 Secagem 120 10 3 Né&o 283,3

4 Pirolise TP 5 3 Né&o 283,3

5 Pirolise TP 1 3 Né&o 283,3

Chumbo

6 Pirolise TP 2 0 Né&o 283,3

7 Atomizacéo TA 1 0 Sim 283,3

8 Atomizacéo TA 2 0 Sim 283,3

9 Atomizacéo TA 2 3 Néo 283,3

10 Limpeza 2600 2 3 Nao 283,3

Fonte. Elaborado pela autora.

Quadro 7. Programa de forno utilizado no planejamento fatorial 23 para Cobre.

Elemento | Etapa | Objetivo |Temperatura | Tempo |Fluxo de gas | Ler | Comprimento
(°C) () (L min?) de onda (nm)

1 Secagem 85 5 3 Né&o 327,4

2 Secagem 95 40 3 Né&o 327,4

3 Secagem 120 10 3 Né&o 327,4

4 Pirolise TP 5 3 Né&o 327,4

Cobre 5 Pirolise TP 1 3 Né&o 327,4

6 Pirolise TP 2 0 Né&o 327,4

7 Atomizacéo TA 1,1 0 Sim 327,4

8 Atomizacéo TA 2 0 Sim 327,4

9 Atomizacéo TA 2 3 Néo 327,4

10 Limpeza 2600 2 3 Né&o 327,4

Fonte. Elaborado pela autora.
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A matriz com as temperaturas reais e codificada para esta etapa esté descrita no Quadro
8 com as temperaturas do chumbo e no Quadro 9 com as temperaturas do cobre.
Quadro 8. Matriz utilizada para o planejamento fatorial completo com os valores reais e
codificados para o chumbo.

Ensaio Modificador TP TA

1 Sem Modificador (-1) | 300 (-1) = 1800 (-1)
2 Sem Modificador (-1) | 300 (-1) = 2400 (+1)
3 Sem Modificador (-1) | 700 (+1) = 1800 (-1)
4 Sem Modificador (-1) | 700 (+1) = 2400 (+1)
5 Ir permanente (+1) 300 (-1) 1800 (-1)
6 Ir permanente (+1) 300 (-1) | 2400 (+1)
7 Ir permanente (+1) 700 (+1) | 1800 (-1)
8 Ir permanente (+1) 700 (+1) 2400 (+1)
9 Sem Modificador (-1) | 500 (0) 2100 (0)
10 Sem Modificador (-1) | 500 (0) 2100 (0)
11

Ir permanente (+1) 500 (0) 2100 (0)

12 Ir permanente (+1) 500 (0) 2100 (0)
Fonte. Elaborado pela autora

Quadro 9. Matriz utilizada para o planejamento fatorial completo com os valores reais e
codificados para o cobre.

Ensaio Modificador TP TA
1 Sem Modificador (-1) | 600 (-1) 2000 (-1)
2 Sem Modificador (-1) | 600 (-1) 2600 (+1)
3 Sem Modificador (-1) | 1000 (+1) 2000 (-1)
4 Sem Modificador (-1) | 1000 (+1) | 2600 (+1)
5 Ir permanente (+1) 600 (-1) 2000 (-1)
6 Ir permanente (+1) 600 (-1) 2600 (+1)
7 Ir permanente (+1) | 1000 (+1) 2000 (-1)
8 Ir permanente (+1) | 1000 (+1) | 2600 (+1)
9 Sem Modificador (-1) | 800 (0) 2300 (0)
10 Sem Modificador (-1) | 800 (0) 2300 (0)
11 Ir permanente (+1) 800 (0) 2300 (0)
12 Ir permanente (+1) 800 (0) 2300 (0)

Fonte. Elaborado pela autora
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Os valores de absorbéncia resultantes da aplicagdo do planejamento fatorial completo 23
foram tratados empregando o software STATISTICA e analisados por meio dos gréaficos de
Pareto correspondentes. As indicacOes de significancia das varidveis e suas interagdes, bem
como os valores de background foram analisados conjuntamente para a selegcéo das faixas de
temperaturas que seriam testadas na préxima etapa da otimizacao.

3.3.3 Planejamento CCD

Utilizando como base as informacdes obtidas nos gréaficos de Pareto geradas a partir dos
dados do planejamento fatorial completo, as melhores faixas de temperatura de pirélise e de
atomizacdo foram selecionadas para um novo planejamento, com o objetivo de se obter a
superficie de resposta utilizando o Planejamento Composto Central. Foram realizados 11
ensaios para cada metal, uma vez que 0s ensaios no ponto central foram repetidos trés vezes. A
ordem dos ensaios foi aleatéria e 0o programa de forno seguiram 0s mesmos critérios do
planejamento 23, sendo que em “TP” e “TA” foram utilizadas as melhores combinacdes de
temperaturas da etapa anterior. Os resultados obtidos no CCD foram tratados no programa
STATISTICA 12.0 e utilizados para construir a superficie de resposta para a obtencdo das
temperaturas otimizadas de pirolise e de atomizacdo de cada amostra, de acordo com as
absorbancias obtidas. Além disso avaliaram-se os resultados do ajuste por meio do teste
ANOVA feito no programa STATISTICA 12.0 para certificar que o0 modelo é adequado. A
matriz usada para o planejamento CCD, com os valores codificados, pode ser visualizada no
Quadro 10.
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Quadro 10. Matriz codificada para o planejamento CCD do chumbo e do cobre.

Ensaio = Temperatura Temperatura

de Pirdlise de
atomizacgéao

1 -1 1
2 1 -1
3 -1 -1
4 1 1
5) -1,41 0
6 141 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Fonte. Elaborado pela autora.
3.4 Validacéo do método

Para a validacdo do metodo proposto para o cobre foram estudadas as seguintes figuras
de merito: linearidade, sensibilidade, seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
faixa de trabalho, de acordo com o guia de validacdo do INMETRO (2016) e da EURACHEM
(2014). Todos os parametros foram testados utilizando as condi¢des otimizadas.

3.4.1  Seletividade

A propria lampada de catodo oco utilizada pelo equipamento GF AAS ja é uma fonte
seletiva de energia que garante a seletividade da técnica para o metal a ser analisado, ja que
emite no comprimento de onda do metal de interesse.

Além disso, buscou-se avaliar se algum componente presente na matriz da amostra
poderia causar interferéncias na medida de absorbancia, ou seja, foi feito um teste para verificar
se havia efeito de matriz. O objetivo deste teste foi comparar uma curva de calibracdo externa,
preparada pela diluicdo apropriada da solucdo padrdo em agua, e uma curva de calibracdo de
adicdo de padrdo, contendo em todos os pontos da curva um volume igual da solucéo obtida
ap0Os decomposicdo da amostra, por meio de testes estatisticos. Para esse teste foram realizadas
duas curvas de calibracdo. Para a curva de calibracdo por adicdo de padréo foram preparadas

seis solucdes conforme descritos na Tabela 1, avolumando-se para 10,0 mL com agua ultrapura.
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Tabela 1. Preparo da curva de adi¢do de padréo utilizada no parametro de seletividade.

Volume de HNOs3 Volume de solugdo  Concentragéo do

Volume de purificado padréo (Cu) padrdo (ug L)
amostra (mL) (mL) 1000 pg L (mL)
2,00 3,00 0,000 0,000
2,00 3,00 0,100 10,00
2,00 3,00 0,200 20,00
2,00 3,00 0,300 30,00
2,00 3,00 0,400 40,00
2,00 3,00 0,500 50,00

Fonte: Elaborado pela autora.

Em seguida, para a curva de calibracdo externa, foi preparada uma solugdo de 50 pg L™
de cobre, a qual adicionou-se 500 pL de solucéo padrdo de cobre 1000 ug L2, 3,00 mL de 4cido
nitrico purificado e completou-se o volume de 10,00 mL com &gua ultrapura. O GF AAS foi
programado para fazer as diluicdes adequadas de forma que a curva foi construida analisando
as seguintes concentragdes: 10 pg L%, 20 pg L%, 30 pg L, 40 pg Lt e 50 pg L2

As curvas foram lidas no GF AAS sob condi¢des otimizadas, conforme programa de
aquecimento do forno descrito nos Quadros 6 e 7. Os resultados foram tratados, realizando os
testes estatisticos (F e t student) para comparagdo das inclinagbes das curvas (INMETRO,
2016). Essa figura de mérito ndo foi realizada para o chumbo.

3.4.2 Linearidade

Para o parametro de linearidade, efetuou-se o preparo de uma solucdo padrdo de
concentracdo igual a 100 ug L%, a partir da solucéo padrdo da SPECSOL de (1000 + 6) mg L
e agua ultrapura obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q. A construcdo de uma curva de
calibracdo externa através da solucdo preparada com diluicGes foi feita pelo proprio
equipamento GF AAS. O equipamento fez as diluicdes de 90 pg L™, 80 ug L, 70 pg L,
60ug L, 50 ug LY, 40 pg L, 30 pg L%, 20 ug L e 10 pg L™ a partir da solugdo preparada
anteriormente de 100 pg L. Com a curva de calibragéo foi possivel avaliar a linearidade por
meio do coeficiente de correlacdo linear (R) do modelo. Essa figura de mérito ndo foi realizada
para o chumbo.

3.4.3  Sensibilidade
A sensibilidade foi determinada juntamente com o parametro de linearidade, visto que

corresponde a inclinagdo da curva de calibracdo. Portanto, ao obter a curva de calibracdo da



31

linearidade (item 3.4.2) foi possivel avaliar a sensibilidade do método por meio do coeficiente
angular da curva (INMETRO, 2016). Essa figura de mérito ndo foi realizada para o chumbo.
3.4.4  Limite de deteccéo e de quantificacao

Para determinar os limites de deteccdo e quantificacdo, foram preparados 7 brancos
independentes por meio da adicdo de 3,00 mL de &cido nitrico purificado nos tubos de
polietileno graduados, avolumando-os para 10,00 mL com agua ultrapura Milli-Q. Realizou-se
as analises dos brancos no forno de grafite, utilizando as condi¢des otimizadas para o cobre e
os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados de acordo com as Equacdes
2 e 3 conforme guia do INMETRO (2016).

LD=33s/a Equacéo 2
LQ=10s/a Equacédo 3

Onde: “s” € o desvio padrdo das medidas encontradas para os brancos e 0 “a” ¢ a
inclinacdo da curva de calibracdo, ou seja, o coeficiente angular da equacdo da curva de
calibracdo (tangente da reta), obtido por meio do célculo da variacdo da resposta em funcéo da
concentracdo, seguindo o modelo dos minimos quadrados. Essa figura de mérito ndo foi
realizada para o chumbo.

3.45 Faixa de trabalho

Com base no guia do INMETRO (2016), a faixa 6tima de trabalho abrange o primeiro
ponto logo apds o limite de quantificacdo e o Ultimo ponto em que a curva se mantém linear.
Conjuntamente com a linearidade e o limite de quantificacdo, a faixa de trabalho foi
determinada levando-se em conta o limite de quantificacdo para escolha do primeiro ponto e o
altimo ponto linear analisado na curva de calibracdo. Essa figura de mérito ndo foi realizada

para o chumbo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Preparo de amostra e triagem de modificadores

E de extrema importancia a realizacdo de um preparo de amostra adequado para sua
finalidade. Sendo assim, foram realizados diferentes preparos, com variagdes no tempo de
digestdo e reagentes utilizados, para analisar qual tratamento das amostras obtém as melhores
respostas em absorbéncia. Para tanto, foi realizado uma pesquisa na literatura para tomar como
base alguns trabalhos ja realizados com tintas de cabelo.

Os testes de preparo das amostras do presente trabalho foram realizados por via imida,
que possui grande aplicabilidade para determinacdo de baixas concentragdes de constituintes
inorganicos em alguns tipos de amostras, uma vez que alguns desses analitos podem se
converter em cations ndo volateis e permanecer soldveis em meio acido (KRUG, 2008). O item
3.1 apresenta as formas de preparo que foram testadas.

Juntamente com o teste para identificar o melhor tratamento das amostras, foi realizada
a triagem de modificadores quimicos, como indicado no item 3.3.1. Essa triagem tem o intuito
de reduzir o numero de variaveis do experimento (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).
Sendo assim, foram testados 5 modificadores permanentes diferentes, sendo eles Zirconio (Zr),
Ruténio (Ru), Rodio (Rh), Paladio (Pd), Iridio (Ir) e um tubo sem modificador (SM).
Realizou-se a leitura de cada teste de abertura das amostras com cada modificador acima citado.

Esperava-se encontrar um modificador capaz de interagir com a matriz ou com o analito,
proporcionando maior sinal de absorbancia e menor sinal de fundo. Para melhor visualizacéo
dos resultados, construiu-se um grafico para cada tipo de tratamento das amostras, podendo
também comparar as absorbancias e os sinais de fundo gerados para cada um dos modificadores
estudados. Os graficos referentes a triagem de modificadores e oito preparos realizados para o
chumbo (de acordo com o Quadro 2 do tdpico 3.1) séo apresentados na Figura 4 e os resultados
referentes ao cobre na Figura 5, sendo abs= média das absorbancias, SD= desvio padrdo das

absorbéancias e BG= sinal de fundo ou background.
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Figura 4. Avaliacdo dos modificadores e dos tipos de preparo das amostras para 0 Chumbo.

SM

SM

Preparol

Pd I Ru

mAbs mSD mBG

Preparo 3

Pd Ru

Rh

HAbs mSD mEBG

Preparo5

- -
PdI RuI

mAbs mSD mBG

Preparo7

|

3 |

llVI

1= - —— —
de Ru| RhI Irl

mAbs mSD mBG

Fonte.

Preparo 2
0,12

0
zr M Pd Ru Rh

0,02

0,04

-0,06
-0,08
mAbs mSD mBG
Preparo 4
0,12
01
0,08
0,06
0,04
I 0,02
P 0 —_— —
% I o002 M Pd Ru Rh
=117
-0,06
-0,08
®mAbs mSD ®BG
Preparo 6
0,06
0,04

-0,08

0,1

-0,12
mAbs mSD mBG

Preparo 8

Rh

oo 0 _n_n_n_ L
Ru lrI ZrI

Zr

mAbs mSD mBG

Elaborado pela autora.



0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

-0,01

-0,02

0,08

0,06

0,04

0,02

-0,02

0,03
0,025
0,02
0,015
0,01

0,005

-0,005
-0,01

-0,015

0,03

0,02

0,01

-0,01

-0,02

-0,03

-0,04

34

Figura 5. Avaliacdo dos modificadores e dos tipos de preparo das amostras para o Cobre.
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Diante desses resultados, em relagdo ao chumbo, os modificadores que obtiveram as
melhores respostas foram o zircnio (Zr) e o iridio (Ir), sendo as maiores absorbancias e
menores sinais de fundo. Em relacdo ao cobre, os resultados que apresentaram maiores
absorbancias e menores sinais de fundo foram com o modificador zircénio (Zr) e com o tubo
sem modificador (SM). Sendo assim, esses modificadores foram selecionados para a etapa da
otimizagao no planejamento fatorial. Além disso, esses modificadores apresentaram as menores
massas caracteristicas, isso significa que eles contribuem mais para 0 aumento da sensibilidade
do método, sendo portanto escolhidos para a proxima etapa da otimizacdo. Os resultados das
massas caracteristicas estdo apresentados na Tabela 2 e os célculos foram realizados de acordo
com a Equacéo 1 do item 3.3.1.

Tabela 2. Resultados do célculo de massa caracteristica utilizada para escolha dos
modificadores.

Massa Caracteristica (ug)
Zr SM Ru Rh Pd Ir
Chumbo 29 57 49 58 45 40
Cobre 33 22 400 45 46 58
Fonte. Elaborado pela autora.

Se tratando do tipo de tratamento, as amostras fortificadas que foram submetidas a
abertura &cida por cinco horas (preparo 2) apresentaram as melhores respostas em absorbancia,
sendo, portanto, o tratamento escolhido para o trabalho, para ambos os elementos. Essa
fortificacdo tem o objetivo de obter um sinal adequado para acompanhar a triagem de
modificadores e para avaliar se ndo ha perda de analito durante a digestdo. Observou-se também
que a adicdo de perdéxido de hidrogénio (preparo 4) ndo influenciou nos resultados, portanto
optou-se por ndo inclui-lo na abertura das amostras, visando a economia de reagentes. Vale
ressaltar que a digestdo foi realizada em tubos fechados para evitar perda de analito por
volatilizacdo, no entanto, cuidou-se para que ndo haja projecdo da solucdo por aumento de
pressao.

A Tabela 3 e a Tabela 4 apresentam o desvio padrdo, em porcentagem, dos preparos
realizados com cada modificador utilizado, para o chumbo e cobre, respectivamente. Esses
valores justificam o motivo de alguns modificadores, mesmo apresentando altos sinais de

absorbéancia, ndo serem selecionados devido aos altos valores de desvio padrao.
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Tabela 3. Desvio padrdo dos preparos realizados com os modificadores, em porcentagem,
para o chumbo.

Chumbo (SD %)

SM Pd Rh Ru Ir Zr
Preparo 1 0,37 0,87 1,80 4,02 0,54 1,53
Preparo 2 1,41 2,27 1,81 0,92 0,75 2,14
Preparo 3 2,09 2,67 0,42 2,15 450 0,440
Preparo 4 2,33 0,87 4,41 1,05 1,86 1,50
Preparo 5 2,27 8,89 23,08 1190 2195 1,96
Preparo 6 16,00 14,81 2857 4,00 53,33 2,65
Preparo 7 3,03 488 50,00 3,03 15,38 2,48
Preparo 8 1,17 0,00 2,13 1,45 0,96 1,86

Fonte. Elaborado pela autora.

Tabela 4. Desvio padrdo dos preparos realizados com os modificadores, em porcentagem,
para o cobre.

Cobre (SD %)

SM Pd Rh Ru Ir Zr
Preparol 0,15 3,42 6,92 28,00 2,89 5,49
Preparo2 1,81 2,01 5,97 35,00 4,32 9,80
Preparo3 0,46 4,92 10,46 39,47 7,17 5,80
Preparo4 4,29 6,40 3,38 66,67 2,95 3,68

Preparo5 5,81 26,19 20,00 17,14 125,00 150,00

Preparo6 0,72 79,49 666,67 38,71 150,00 135,00

Preparo7 3,05 30,43 433,33 63,16 220,00 50,00

Preparo8 9,45 18,87 10,71 57,69 53,13 120,00
Fonte. Elaborado pela autora.

4.2.0timizacéo

Se tratando de analises realizadas em GF AAS, é muito importante otimizar o0s
parametros de analise, assim como a realizacdo da validacdo do meétodo, para garantir a
confiabilidade do mesmo. A segunda etapa do experimento envolveu o planejamento fatorial 23
sendo dois niveis (alto e baixo) e trés variaveis (modificador, temperatura de pirdlise e
temperatura de atomizacdo), usando os modificadores selecionados na triagem juntamente com
os fatores temperatura de pir6lise e temperatura de atomizacdo. As temperaturas de pirdlise e
atomizacdo foram avaliadas com ponto central. A matriz do planejamento e os resultados estdo
dispostos na Tabela 5. Os valores de temperaturas decodificadas estdo descritas no Quadro 8

para o chumbo e Quadro 9 para o cobre (item 3.3.2).
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Tabela 5. Matriz codificada e respostas em absorbancias do planejamento fatorial 23, para

chumbo e cobre.

Ensaio Modificador Temperatura Temperatura Absorbancia
de Pirdlise de
atomizacéao Pb Cu
1 -1 -1 -1 0,0447 0,0283
2 -1 -1 1 0,0310 0,0051
3 -1 1 -1 0,0363 0,0176
4 -1 1 1 0,0260 0,0192
5 1 -1 -1 0,0500 0,0197
6 1 -1 1 0,0252 0,0509
7 1 1 -1 0,0477 0,0223
8 1 1 1 0,0303 0,0501
PC -1 0 0 0,0374 0,0415
PC -1 0 0 0,0395 0,0439
PC 1 0 0 0,0342 0,0457
PC 1 0 0 0,0341 0,0428

Fonte. Elaborado pela autora.

Com os resultados apresentados na Tabela 5, gerou-se os graficos de Pareto 1 e 2, para
chumbo e cobre, respectivamente. Os fatores que séo significativos para 0s ensaios possuem
efeitos com valores superiores a linha vermelha destacada no grafico, que ¢ indicado pelo valor
de t. Observando os resultados do chumbo (Grafico 1), conclui-se que a temperatura de
atomizacdo (TA) possui efeito significativo negativo, indicando que obtém-se as melhores
respostas reduzindo a temperatura de atomizacdo. A interacdo entre o modificador e a
temperatura de atomizacdo também possui efeito significativo negativo, o que significa que o
modificador +1 (Zr) em combinacdo com TA mais baixa, produzem melhores respostas, ou
modificador -1 (Ir) em combinacdo com TA mais alta. Ja a interacdo do modificador com a
temperatura de pirdlise (TP) possui efeito significativo positivo, indicando que as melhores
respostas sdo obtidas quando se trabalha com essas duas variaveis no nivel alto ou as duas no
nivel baixo. A interacdo entre a temperatura de pirdlise e a temperatura de atomizacdo nao
possui efeitos significativos, assim como os fatores principais temperatura de pir6lise (TP) e
modificador, portanto, ndo afetam os resultados de forma significativa. Sendo assim, conclui-
se que reduzir a TA e usar o modificador +1 (Zr), contribuem para aumentar a absorbancia de
Pb.
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Grafico 1. Gréfico de Pareto para o planejamento completo 22 com os principais efeitos
obtidos para o metal chumbo.

(ATA | --22;285 Legenda:
TA= Temperatura de
Tby3 | 6,12132 atomizagao
TP= Temperatura de
pirélise
1oy2 5,44865 1 1by2= Interagéo entre
Modificador e TP
2by3 | 3632433 1by3= Interacéo entre
Modificador e TA
2by3= Interacdo entre TP e
(2)TP ¢ -3,56517 | TA
(1)Modificador | 1,812476
p:,O'IS

Fonte. Elaborado pela autora.

Se tratando do cobre (Grafico 2), a interagdo entre 0 modificador e a temperatura de
atomizagéo, assim como o fator modificador e o fator temperatura de atomizagdo possuem
efeitos significativos no nivel positivo, ou seja, todos esses fatores terdo suas melhores respostas
no nivel mais alto, que no caso do modificador € o zircénio e a temperatura de atomizacéo (TA)
é em torno de 2600° C. Os outros fatores ndo apresentaram efeitos significativos, portanto ndo

afetam nos resultados.

Grafico 2. Gréfico de Pareto para o planejamento completo 23 com os principais efeitos
obtidos para o metal cobre.

1by3 | -15;14032 1
(1)Modificador 1164116
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@l 7 02541 TA= Tempera}ura de
atomizacdo
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Modificador e TP
(@)7TP | 976795 1by3: Intera(;éo entre
Modificador e TA
2by3= Interacdo entre TP e TA
1by2 | -,300552
pI:,OS

Fonte. Elaborado pela autora.
A préxima etapa da otimizacdo do método foi 0 planejamento CCD, com o objetivo de

obter as temperaturas 6timas de pirolise e atomizagdo para 0 método ao plotar a superficie de
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resposta. Com o planejamento fatorial, concluiu-se entdo o modificador que seria usado na
etapa do CCD, que tanto para o chumbo quanto para o cobre, foi 0 mesmo modificador
(Zirconio).

Se tratando do chumbo, realizou-se o primeiro CCD, fixando as mesmas temperaturas
de pir6lise do planejamento fatorial, uma vez que estas ndo apresentaram efeito significativo,
assim como sua interacdo com a temperatura de atomizacgdo, podendo fixar a temperatura de
pirdlise na etapa do planejamento CCD. Como a temperatura de atomizacdo indicou efeito
significativo negativo, foi escolhido uma faixa de temperatura na regido abaixo do nivel 1 e o
ponto central do planejamento 2°. As temperaturas selecionadas para este planejamento estdo
descritas no Quadro 11 e a superficie de resposta gerada por meio desse planejamento esta
apresentado no Grafico 3.

Quadro 11. Temperaturas de pirélise e atomizagdo de cada nivel utilizadas no primeiro
planejamento CCD do chumbo.

Nivel -1,41 -1 0 1 1,41
TP 218 300 500 700 782
TA 1518 1600 1800 2000 2082

Fonte. Elaborado pela autora.

Gréfico 3. Superficie de resposta do primeiro planejamento CCD para o chumbo.

By

Fonte. Elaborado pela autora.

No entanto, observa-se pelo Grafico 3 que a superficie de resposta gerada nao apresenta
ponto de maximo. Isso significa que as temperaturas selecionadas para o estudo ndo
correspondem aos maiores sinais de absorbancia. Além disso, o grafico também indica qual

regido podera obter as melhores respostas. Sendo assim, optou-se por fazer outro planejamento



40

CCD, diminuindo a temperatura de atomizagdo e mantendo a temperatura de pirélise, uma vez
que as melhores respostas estdo nessa regiao (regiao vermelha do grafico).

A faixa de temperatura de atomizacdo foi entdo reajustada com o objetivo de obter
melhores respostas. As temperaturas selecionadas para este planejamento estdo indicadas no
Quadro 12. A matriz, juntamente com os resultados do segundo planejamento CCD estéo
apresentados na Tabela 6. A superficie de resposta gerada por meio desses resultados €
mostrada pelo Gréfico 4. Este grafico apresentou uma superficie contendo um ponto de
maximo, indicando que as temperaturas selecionadas apresentam as melhores respostas, além
disso, o modelo obteve um ajuste de 92%, como indicado na Figura 6, que representa a tabela
ANOVA gerada pelo software STATISTICA. Isso indica que o modelo obteve ajuste adequado.
Apesar do efeito de interacdo do modificador e temperatura de pirdlise serem significativos no
planejamento fatorial 23, a faixa de temperatura utilizada foi adequada. A Equac&o 4 representa
a funcé@o que descreve as respostas em funcao dos niveis dos fatores (descreve o modelo). As
temperaturas criticas geradas por esse grafico foram de 266° C para a pirolise e 1690° C para a
atomizagéo.

Quadro 12. Temperaturas de pirdlise e atomizagédo de cada nivel utilizadas no segundo

planejamento CCD do chumbo.

Nivel -1,41 -1 0 1 1,41
TP 218 300 500 700 782
TA 1118 1200 1400 1600 1682

Fonte. Elaborado pela autora.

Tabela 6. Matriz codificada e resultados do segundo planejamento CCD para o chumbo.

Ensaio Temperatura Temperatura Absorbancia

de Pirdlise de
atomizacao
1 -1 1 0,0789
2 1 -1 0,0202
3 -1 -1 0,0010
4 1 1 0,0566
5 -1,41 0 0,0404
6 1,41 0 0,0539
7 0 -1,41 0,0066
8 0 1,41 0,0606
9 0 0 0,0562
10 0 0 0,0575
11 0 0 0,0594

Fonte. Elaborado pela autora.
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Gréfico 4. Superficie de resposta do segundo planejamento CCD para o chumbo.

Fonte. Elaborado pela autora.
Abs = 0,057704 + 0,001998 (TP) + 0,023876 (TA) — 0,010375 (TP)(TA) Equacdo 4
Figura 6. Tabela ANOVA do segundo CCD do Chumbo, gerado pelo STATISTICA.

ANOWA; Var -Abs; R-sqr=95987; Adj:,91974 (Spreadsheestd)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,0000493

DV: Abs
Factor 58
(TP (L)| U.UUUUSE_
TP (@) [0,000175
(2)TA (L) | 0,004547
TA (@) |0,000861
1L by 2L 0.000431
Errar 0.000248
Total 85 0.0061411

(=1

||l — = = s R

Ms | F | p
0.000032 0.64592 0.458064
0.000175 3.54454 0118466
0,004547) 92 25543 0,000207
0,000867 17,47600| 0,008651
0.000431 873590 0.031678
0,000049

Fonte. STATISTICA

Observando o trabalho de Soares, 2012, que realizou a otimizacao para tinturas capilares
em creme, as condicBes Otimas de andalise para o chumbo foram de 745° C para temperatura de
pirélise e 1800° C para temperatura de atomizacdo, utilizando o rédio como modificador
quimico. Observa-se que a temperatura de pirdlise foi diferente em relacdo a este trabalho. Isso
possivelmente é devido aos diferentes tipos de preparo das amostras. No trabalho desta autora
foi realizada solubilizacéo alcalina, o que pode justificar a temperatura de pir6lise ser mais alta,
uma vez que foi necessario decompor toda a matéria. Como no presente trabalho a abertura foi
acida, os metais ja se encontravam na forma iénica, ndo precisando de uma temperatura de

pirélise tdo alta. Observa-se também que as temperaturas de atomizacao estdo proximas.
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J& Batista, 2017, ndo realizou a otimizacdo do método para determinacéo de chumbo em
tinturas capilares, no entanto a autora realizou a quantificagdo com as temperaturas de 350° C
para pirélise e 1500° C para atomizacdo, temperaturas proximas as do presente trabalho.

Se tratando do cobre, foi realizado dois planejamentos CCD (Gréfico 5 e Quadro 13),
no entanto nenhum deles apresentou resultados satisfatorios, uma vez que em ambos a
superficie de resposta apresentou um ponto de minimo, indicando que as faixas de temperatura
de pirdlise e atomizacdo trabalhadas geraram os menores sinais de absorbancia.

Grafico 5. Superficie de resposta do primeiro (a) e segundo (b) planejamento CCD para o

cobre, respectivamente.

oy
=

a

Fonte. Elaborado pela autora.
Quadro 13. Temperaturas de pir6lise e atomizacao de cada nivel utilizadas nos

planejamentos CCD do cobre.

Nivel

-1,41 -1 0 1 1,41
CCD1 TP 518 600 800 1000 1082
TA 2318 2400 2600 2800 2882

Nivel -1,41 -1 0 1 1,41

CCD 2 TP 700 729 800 871 900
TA 2200 2229 2300 2371 2400

Fonte. Elaborado pela autora.

Percebeu-se que as duas superficies obtidas (Gréafico 5) indicavam que um aumento nas
temperaturas de pirdlise e atomizacdo poderia trazer maiores sinais de absorbancia, além disso,
realizou-se também o calculo do deslocamento para saber qual a regido de temperaturas seria
mais adequada para se propor uma nova regido a estudar. Para realizar o deslocamento, cada

efeito significativo foi dividido pelo maior efeito de acordo com o programa STATISTICA. Ao
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aumentar uma unidade do maior efeito, somou-se o resultado da divisdo para os outros efeitos.
Com isso, tem-se 0s valores ideais de temperaturas que poderiam obter as melhores respostas
(Quadro 14). Esse deslocamento também mostrou que seria ideal um reajuste aumentando as
temperaturas para se obter as melhores respostas.

Quadro 14. Temperaturas de pir6lise e atomizacdo sugeridas por meio do deslocamento.

Nivel -1,41 -1 0 1 1,41
TP 820 902 1102 1302 1384
TA 2522 2645 2945 3245 3368

Fonte. Elaborado pela autora.

N&o foi possivel realizar o reajuste indicado pelo deslocamento, pois, foi observado que
ao aumentar a temperatura acima de 2700° C o sinal de fundo aumentava drasticamente,
interrompendo automaticamente as analises no equipamento. Diante disso, optou-se em realizar
0 planejamento univariado, onde fixou-se a temperatura de pirolise em 800° C, que foi a
temperatura do ponto central no planejamento 23. Neste planejamento, o fator temperatura de
pirélise ndo apresentou resposta significativa, assim como sua interagdo com a temperatura de
atomizacdo e por esses motivos foi fixada a temperatura sugerida pelo fabricante. As
temperaturas de atomizacao foram testadas entre 1800° C e 2800° C, variando a cada 100° C e
as temperaturas de 2300° C a 2800° C apresentaram as melhores respostas, como indicado no
Grafico 6. No entanto, as temperaturas de 2600° C, 2700° C e 2800° C tiveram backgrounds
altos, de forma que o equipamento interrompia a leitura das triplicatas, ndo sendo possiveis
continuar as analises. Sendo assim, apesar dos sinais serem melhores, ndo sao regides possiveis
de se trabalhar no equipamento. O Grafico 7 e a Tabela 7 apresentam as melhores respostas das
temperaturas de atomizacao de 2300° C a 2500° C. O planejamento univariado foi a op¢cdo mais
adequada neste caso, uma vez que somente um fator principal significativo era quantitativo
(TA).
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Gréfico 6. Resultados das absorbancias em relagdo as temperaturas analisadas no
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Fonte. Elaborado pela autora.
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Grafico 7. Resultados das absorbancias nas regides de 2300 °C a 2500 °C do planejamento
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Fonte. Elaborado pela autora.
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Tabela 7. Resultados do planejamento univariado para o cobre em absorbancia e sinal de

fundo.
Temperatura 800-2300 800-2400 800-2500
(CN®) Abs BG Abs BG Abs BG
Amostra 1 0,0551 0,005 0,0411 0,0673 0,0594 0,0345
Amostra 2 0,0558 -0,0003 0,051 0,0590 0,0661 0,0500
Amostra 3 0,0502  0,0070  0,0417 0,0620 0,0472 0,0577
Amostra 4 0,0406 -0,0009 0,0457 0,0477 0,0503 0,0490

Fonte. Elaborado pela autora.
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Diante desses resultados, observa-se no Gréfico 7 que a temperatura de 2500° C possui
as melhores respostas, no entanto, analisando a Tabela 7, observa-se que os sinais de fundo
(BG) sdo mais altos. Sendo assim, a temperatura de 2300° C para a atomizacao foi selecionada,
uma vez que esta obteve a melhor relagdo com maiores absorbéancias e menores sinais de fundo.
Né&o foram encontrados trabalhos semelhantes de otimizacdo de método para determinagéo de
cobre em tinturas capilares.

4.3.Validagao

Para realizar a validacdo do método para determinacdo de cobre, foram verificados os
parametros linearidade, sensibilidade, seletividade, limite de detec¢do (LD), limite de
quantificacdo (LQ) e faixa de trabalho. Nao foi possivel realizar a validagdo do chumbo.
4.3.1. Seletividade

O parametro seletividade foi testado para verificar o efeito da matriz na analise, visto
que podem haver interferentes da matriz, alterando o sinal lido. Para tanto, foi utilizada a curva
de adicdo de padrdo das amostras para comparar com a curva de calibragdo aquosa. A curva
realizada e apresentada no Grafico 8 para o cobre (INMETRO, 2016; EURACHEM, 2014).

Gréfico 8. Curvas de adicdo de padrdo e aquosa do parametro seletividade para o cobre.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Foram realizados testes estatisticos (teste F e teste t) para confirmar se as curvas podem
ser consideradas estatisticamente equivalentes. O teste F compara a variancia de dois grupos
para avaliar se esses grupos sdo estatisticamente equivalentes. 1sso significa que ao aplicar esse
teste, se as variancias dos metodos derem diferentes, um método ndo pode ser substituido pelo
outro. O valor de F considerado nessa analise foi de 1,4255. O teste t € usado para comparar se
a média das duas curvas sdo iguais, ou seja, se a inclinacdo da curva de adicdo de padréo €

equivalente a inclinagdo da curva de calibragdo aquosa. Isso significa que se der diferenca nas
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médias, ndo poderia substituir um método pelo outro, uma vez que esses ndo S0
estatisticamente equivalentes. O valor de t utilizado nessa anélise foi de 0,9265. Na Tabela 8
estdo apresentados os valores em absorbancia das curvas aquosa e de adi¢do de padrdo, assim
como os resultados do teste F e t.

Tabela 8. VValores em absorbéncia das curvas analisadas e resultados dos testes F e t para
a seletividade do cobre.

Curva Adicéo de
Aguosa Padrao
0,0073 0,0131
0,0259 0,0578
Val 0,042 0,0457
alores em
Absorbéancia 0,0592 0,0646
0,0772 0,0799
0,0945 0,0982
Meédia 0,0510 0,0599
Desvio padréao 0,0325 0,0293
Variancia 0,0011 0,0009
F 1,2290
Teste F 0,4132
(Probabilidade
associada)
t estatistico 0,4969
p 0,6300

Fonte. Elaborado pela autora.

Observando a Tabela 8, nota-se que os valores das variancias sao proximos, indicando
que as duas curvas podem ser estatisticamente equivalentes. Observa-se também pelo resultado
de F = 0,4132 (calculado) é menor que F tabelado. Isso significa que a hipotese nula é aceita,
com 95% de confiancga, logo ndo ha diferenca estatistica entre as variancias. De acordo com o
teste t, a hipotese nula também é aceita, uma vez que a probabilidade (p) é maior que 0,05. Isso
significa que ndo ha diferenca significativa nas médias das duas curvas a um nivel de confianca
de 95%. Além disso, pode-se observar pelos resultados das medias das duas curvas obtiveram
resultados aproximados, indicando também a equivaléncia dos métodos. Conclui-se entdo que
as curvas podem ser consideradas estatisticamente equivalentes, isso significa que ndo ha efeito
de matriz, podendo ser realizada a calibracdo externa na leitura das amostras.

4.3.2. Linearidade

A linearidade serve para verificar se o método utilizado produz resultados de
absorbancias diretamente proporcional a concentragdo de chumbo e cobre em tinturas capilares,
em uma faixa de concentracdo (INMETRO, 2016; EURACHEM, 2014).
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Para a analise deste parametro, foi construido uma curva de calibragdo para o cobre,
garantindo a relacdo linear entre absorbancia e concentragdo. A curva possuia dez pontos com
concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg L como apresentado no Gréfico
9.

Gréfico 9. Curva de calibracdo externa para teste de linearidade do cobre.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Segundo o INMETRO (2008), a linearidade de um método pode ser tanto observada
experimentalmente (pelo gréafico dos resultados dos ensaios) quanto calculada a partir da
equacdo da regressao linear. Observa-se também o valor do coeficiente de correlacéo linear (r),
que indica se uma reta é adequada ou ndo como modelo matematico. Por meio do Grafico 9 que
se refere a linearidade do cobre, observou-se que a partir do Gltimo ponto da curva comecou a
perder sua linearidade, indicando que a melhor faixa a ser trabalhada deve ser até o ponto de

90 pg L. O Gréfico 10 representa a linearidade do cobre até o ponto de 90 pg L™,
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Grafico 10. Curva de calibracéo externa para teste de linearidade do cobre retirando o

ponto de 100 ug L™.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Comparando-se os Gréaficos 9 e 10, observou-se que ao retirar o ponto de concentracao
igual a 100 pg L, o valor de R? aumentou e consequentemente melhorou o valor do coeficiente
de regressdo linear. Sendo assim, optou-se por considerar 0 ponto de concentracdo igual a
90 pg L como sendo o dltimo ponto. Pela equacdo da regressdo linear, observados pelo
coeficiente de correlacdo (R) do modelo, o cobre apresentou valor de R maior que 0,99, sendo
R=0,9960. Nestes casos, segundo o INMETRO, valores superiores a 0,99 indicam que as retas
podem ser consideradas adequadas ao modelo matematico.

4.3.3. Sensibilidade

A sensibilidade de um método é um parametro analisado que demonstra a variacdo da
resposta em funcdo da concentracdo do analito, sendo determinada simultaneamente aos testes
de linearidade por meio da inclinacdo da curva de regressdo linear do teste de linearidade
(INMETRO 2008; EURACHEM, 2014). Portanto, para esse método, a sensibilidade foi de
0,0027 para o cobre. Vale ressaltar que, quanto maior a inclinacao da curva (coeficiente angular
maior), mais sensivel é o método. Além disso, o Zirconio foi escolhido como modificador
quimico, uma vez gque a massa caracteristica indicou que esse modificador foi o que mais
contribuiu para aumento da sensibilidade da técnica.
4.3.4. Limite de deteccdo e Limite de quantificacdo

O limite de deteccdo do método, realizado conforme procedimento descrito no item
3.4.4 foi de 2,82 pg L para o cobre. Esse limite é importante por indicar o menor valor de

concentracdo do analito que pode ser detectado pelo método. J& o limite de quantificacdo



49

corresponde ao menor valor encontrado com nivel estatistico aceitavel de preciséo e veracidade.
O limite de quantificagdo do cobre foi de 8,54 pg L™, utilizando o procedimento do item 3.4.4,
de acordo com o guia da INMETRO (2016).
4.3.5. Faixa de Trabalho

A faixa de trabalho foi determinada em conjunto com a linearidade e o limite de
quantificacdo, sendo que o limite de quantificacdo corresponde ao limite inferior e 0 ponto
maximo que obedece a linearidade corresponde ao ponto final da faixa de trabalho (limite
superior). Se tratando do cobre, como o Ultimo ponto da curva de calibragdo ja estava perdendo
a linearidade, optou-se pelo ponto anterior ser o Ultimo ponto da faixa de trabalho. A faixa de
trabalho (FT) determinada esta representada na Tabela 9. Faixa de trabalho escolhida para o
meétodo do cobre.

Tabela 9. Faixa de trabalho escolhida para o método do cobre.

Elemento FT (ugL?)
Cobre 10-90

Fonte. Elaborado pela autora.

Sendo assim, as etapas da otimizacdo tanto para 0 chumbo quanto para o cobre foram
concluidas. Em relacéo a validacéo, ndo foram possiveis realizar a validacdo do chumbo, e para
0 cobre, a exatiddo, precisdo e robustez ndo foram possiveis de serem realizadas em razéo ao
cancelamento das atividades presenciais na instituicdo. 1sso aconteceu devido ao estado de
emergéncia de saude publica de importancia internacional decorrente da pandemia devido ao
novo coronavirus (COVID-19).

A etapa de quantificacdo nas amostras ndo foi possivel de ser concluida, devido ao
cancelamento das atividades presencias na instituicdo. No entanto, seria realizado o preparo
adequado para 15 amostras, como mencionado no item 4.1 e a leitura de acordo com o0 método
otimizado. Seriam selecionados 3 fabricantes diferentes e 5 tintas de cores diferentes para cada
fabricante. 1sso para comparar posteriormente se fatores como cor e fabricante influenciariam
nos resultados.

Esperava-se encontrar concentracdes de chumbo abaixo de 0,6% para todas as amostras,
visto que esse € o limite maximo permitido na legislacdo. Em relacdo ao cobre, ndo possui na
legislacdo um limite para sua concentracdo em tintas de cabelo, no entanto, também esperava-

se encontrar baixos teores para certificar que as amostras seriam seguras para uso.



50

5. CONCLUSAO

Por meio deste trabalho, foi possivel realizar a otimizacdo do chumbo e do cobre. Foi
realizada parte da validagdo do cobre nas amostras de tinturas capilares em creme, de forma
confiavel, utilizando a espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite. Essa técnica foi
escolhida devido a baixa concentragdo dos analitos nas amostras, na ordem de pg L. Portanto,
foi necessaria uma técnica sensivel a essa concentracdo, como 0 GF AAS.

Utilizando o planejamento de experimentos foi possivel obter as condi¢des 6timas de
analise para modificador quimico, temperatura de pir6lise e temperatura de atomizacgao, visando
a maior eficiéncia na analise. As condicOes otimizadas para o chumbo foram de TP=266° C e
TA=1690° C, j& para o cobre foram TP=800° C e TA=2300° C. Para os dois metais foi utilizado
0 Zircénio como modificador.

Para a validacdo do cobre, testaram-se as seguintes figuras de merito: linearidade,
sensibilidade, seletividade, limite de deteccéo e quantificacdo e faixa de trabalho. Todas essas
figuras de mérito avaliadas mostraram-se satisfatorias, de acordo com o guia do INMETRO.

O preparo das amostras também se mostrou eficiente, visto que foi testado alguns
métodos com base na literatura, e a partir dos resultados foi possivel chegar em um preparo
eficiente para as amostras em uso, utilizando os recursos disponiveis. A digestéo foi realizada
com os tubos fechados para evitar perda do analito por volatilizacdo. Pode-se considerar uma
vantagem desse método, uma vez que em bloco digestor ndo € comum utilizar frascos fechados
devido ao aumento de pressdo e possivel projecdo da solucdo. No entanto, nesse caso foi
possivel realizar com seguranca a digestdo com os tubos fechados, pois o risco era baixo, devido

a baixa massa de amostra usada e ao baixo teor de material organico na matriz.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS
Como perspectivas futuras deste trabalho, propde-se:

Finalizar a validacdo do cobre, realizando os testes de exatidao, preciséo e robustez;
Realizar a validacdo do chumbo, realizando os testes de linearidade, sensibilidade,
seletividade, limite de deteccdo e quantificacdo, faixa de trabalho, exatiddo, precisdo e
robustez;

Realizar a quantificacdo dos metais chumbo e cobre em amostra de tinturas capilares;
de diversas cores e fabricantes;

Realizar estudos empregando ferramentas estatisticas para avaliar correlaces entre
cores e fabricantes com as concentracfes dos metais determinados;

Realizar a quantificacdo de outros metais que podem ser contaminantes na matriz tinta

de cabelo.
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