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RESUMO

No presente trabalho foram desenvolvidas diferentes estratégias analiticas para determinagéo
de mercdrio total em amostras de vacinas e cosméticos. Para as amostras de vacinas um método
simples, rapido, sensivel e passivel de ser aplicado em andlises de rotina foi desenvolvido
baseado na oxidacdo direta de timerosal (TH), um composto organico de mercdrio, a mercurio
inorganico por meio da acdo de diferentes oxidantes, empregando espectrometria de
fluorescéncia atbmica por vapor frio (CV AFS), como técnica de deteccdo. A oxidacédo direta
do TH a Hg(ll) foi avaliada frente a quatro sistemas oxidantes: (1) KBr/KBrOs; (2) KMnOg;
(3) KI/KIO3 e (4) Na;S/IKMnO4 empregando-se &cidos minerais diluidos (HCI ou HNO:3).
Somente os sistemas (1) e (2) apresentaram eficiéncia de oxidagdo quantitativa do TH a Hg(ll)
(> 80%). A influéncia de solventes orgénicos (acido formico e 2-propanol) foi avaliada e
a eficiéncia de oxidagdo variou de 102 a 114%. Sob condic¢des otimizadas o método
apresentou elevada sensibilidade com limite de deteccdo (LOD) de 0,02 pg L™, e mostrou-
se preciso com desvio padréo relativo (RSD) < 4,59% (n = 10). A auséncia do efeito de matriz
foi comprovada a partir dos ensaios de adigcdo e recuperacao aplicados nas amostras de vacinas,
as quais foram fortificadas com TH obtendo-se recuperacdes de 80,1 a 106% (sistema 1) e 92,5
a 101% (sistema 2) (n = 3). A aplicabilidade do método foi avaliada em cinco amostras de
vacinas com diferentes concentrac@es de TH, e os resultados obtidos foram concordantes com
o0 procedimento de digestdo assistida por micro-ondas (método de referéncia), indicando assim,
a acuracia do método proposto. No segundo trabalho duas estratégias analiticas foram
aplicadas: a digestao assistida por micro-ondas e a oxidagéo direta (reacdo de bromacéo) com
auxilio de antiespumantes empregando acido diluido (HCI) para determinacdo de TH,
fenilmercario (FM) e Hg(ll) (como Hgiwta) €M amostras de cosméticos micelares. Para a
oxidacdo direta do mercurio organico a inorganico, cinco antiespumantes foram avaliados: (1)
alcool amilico (AA); (2) alcool isoamilico (Al); (3) A; (4) B e (5) 204. O processo de oxidacao
foi quantitativo apenas para os antiespumantes A, B e 204. A eficiéncia da digestao assistida
por micro-ondas foi avaliada nas amostras de cosméticos micelares quanto ao perfil dos
espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN H) e aos teores de carbono organico
dissolvido total nos sistemas originais e nos respectivos digeridos. Nas condi¢fes otimizadas,
as curvas analiticas foram validadas de 0,1 a 2,0 uL* (micro-ondas) e 0,5 a 20 puL* (oxidagéo
direta). O método de digestdo assistida por micro-ondas apresentou LOD de 0,02 ug L e RSD
< 4,66% (n = 10). Para o ensaio de recuperacao as amostras de cosméticos micelares foram
fortificadas com TH, FM e Hg(ll) e resultados obtidos variaram de 95,8 a 112% (TH), 89,9 a
112% (FM) e 91,8 a 113% para o Hg (1), respectivamente. Para 0 método de oxidacao direta,
os limites de detecgdo foram 0,038; 0,043 e 0,045 ug L para os antiespumantes A, B e 204,
respectivamente, com RSD < 4,81%. As recuperaces obtidas foram quantitativas para as
amostras avaliadas, independente da especie de mercdrio empregada nas fortificages e
variaram entre 96,3 a 117% (antiespumante A); 97,1 a 118 % (antiespumante B) e 82,3 a 110%
(antiespumante 204), confirmando a exatiddo do método proposto. Por fim, o método foi
aplicado a trés amostras de cosméticos micelares e os resultados foram concordantes com o
procedimento de digestao assistida por micro-ondas (método de referéncia). Ambos os métodos
apresentaram parametros analiticos que permitem a determinacao de Hgwot €M niveis traco e
mostraram-se viaveis para analises de controle de qualidade de cosméticos micelares e produtos
utilizados para skincare.

Palavras-chave: Compostos organomercuriais. Conservante a base de Hg. Produtos
farmacéuticos. Demaquilante. Agua micelar.



ABSTRACT

In the present work, different analytical strategies were developed for the determination of total
mercury in vaccine and cosmetic samples. For vaccine samples, a simple, fast, sensitive method
that can be applied in routine analysis was developed based on the direct oxidation of thimerosal
(TH), an organic mercury compound, to inorganic mercury through the action of different
oxidants, employing cold vapor atomic fluorescence spectrometry (CV AFS) as a detection
technique. The direct oxidation of TH to Hg(ll) was evaluated against four oxidizing systems:
(1) KBr/KBrOs; (2) KMnOg; (3) KI/KIO3 and (4) Na.S/KMnOQO4 using diluted mineral acids
(HCl or HNO3). Only systems (1) and (2) showed quantitative TH oxidation efficiency to Hg(ll)
(> 80%). The influence of organic solvents (formic acid and 2-propanol) was evaluated, and
the oxidation efficiency ranged from 102 to 114%. Under optimized conditions, the method
showed high sensitivity with a limit of detection (LOD) of 0.02 ug L™ and proved to be accurate
with a relative standard deviation (RSD) < 4.59% (n = 10). The absence of the matrix effect
was confirmed from the addition and recovery tests applied to the vaccine samples, which were
fortified with TH, obtaining recoveries of 80.1 to 106% (system 1) and 92.5 to 101% (system
2) (n = 3). The applicability of the method was evaluated in five vaccine samples with different
concentrations of TH, and the results obtained agreed with the microwave-assisted digestion
procedure (reference method), thus indicating the accuracy of the proposed method. In the
second work, two analytical strategies were applied: microwave-assisted digestion and direct
oxidation (bromination reaction) with the aid of antifoams using diluted acid (HCI) to determine
TH, phenylmercury (FM) and Hg(ll) ( as Hgtwta) in micellar cosmetic samples. For the direct
oxidation of organic to inorganic mercury, five defoamers were evaluated: (1) amyl alcohol
(AA); (2) isoamyl alcohol (Al); (3) A; (4) B and (5) 204. The oxidation process was quantitative
only for antifoams A, B and 204. The efficiency of microwave-assisted digestion was evaluated
in micellar cosmetic samples in terms of the magnetic resonance spectra profile (1H NMR) and
total dissolved organic carbon content in the original systems and in the respective digested
systems. Under optimized conditions, the analytical curves were validated from 0.1 to 2.0 puL
(microwave) and 0.5 to 20 Lt (direct oxidation). The microwave-assisted digestion method
showed LOD of 0.02 ug L™ and RSD < 4.66% (n = 10). For the recovery test, micellar cosmetic
samples were fortified with TH, FM and Hg(ll) and the results obtained ranged from 95.8 to
112% (TH), 89.9 to 112% (FM) and 91.8 to 113% for Hg(ll), respectively. For the direct
oxidation method, the LODs were 0.038; 0.043 and 0.045 pg L™ for antifoams A, B and 204,
respectively, with RSD < 4.81%. The recoveries obtained were quantitative for the samples
evaluated, regardless of the species of mercury used in the fortifications and ranged from 96.3
to 117% (antifoam A); 97.1 to 118% (antifoam B) and 82.3 to 110% (antifoam 204), confirming
the accuracy of the proposed method. Finally, the method was applied to three samples of
micellar cosmetics and the results agreed with the microwave-assisted digestion procedure
(reference method). Both methods presented analytical parameters that allow the determination
of Hguwtal at trace levels and proved to be viable for quality control analysis of micellar cosmetics
and products used for skincare.

Keywords: Organomercury Compounds. Hg based preservative. Pharmaceutical products.
Makeup remover. Micellar water.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Mercurio: caracteristicas gerais e toxicidade

Diariamente a populagdo esta exposta a diferentes tipos de substancias potencialmente
toxicas, as quais podem causar diversos efeitos deletérios a salide humana. Dentre estas
substancias destaca-se 0 mercurio, presente amplamente em matrizes antropogénicas e naturais
(GAUTAM, et al., 2016) e disponivel em formas distintas: elementar, inorganico e organico,
que inclui compostos nos quais 0 mercurio esta ligado a uma estrutura contendo atomos de
carbono (NAYFEH et al., 2018).

As exposicdes humanas ao mercurio, decorrem especialmente da inalacdo do vapor de
mercurio ou por meio da sua ingestdo quando ligado as fragdes organicas (metil, dimetil ou
etilmercuirio), provenientes principalmente de fontes alimentares aquéticas (EKINCI, et al.,
2014). Todas as formas de mercurio induzem efeitos toxicos em mamiferos e sua toxidade varia
de acordo com a dose, grau de exposicdo e espécie quimica. Dentre os efeitos deletérios
decorrentes da exposicdo a essas espécies, pode-se citar doencas neuroldgicas,
neurodegenerativas, cardiovasculares, entre outras (YANG et al.,, 2020). Sabe-se que
exposicOes agudas aos vapores de Hg® induzem a pneumonite grave, podendo ser fatal.
Enquanto a exposi¢cdo cronica ao mercurio e suas diferentes formas induzem sintomas mais
brandos (BERNHOFT, 2012). Esses sintomas incluem dispneia, distirbios visuais, falta de
coordenacdo motora, alteracdes neuromusculares, dores de cabeca, insonia, perdas de memdria,
nauseas e vomitos (EPA, 2021).

Ademais, o mercario elementar difunde-se facilmente por meio das membranas
celulares, barreiras hematoencefalicas e placentarias até os 6rgdos-alvo, isso decorre das suas
caracteristicas sollveis. Uma vez que, presente na corrente sanguinea pode ser facilmente
oxidado a mercurio inorganico, que possui baixa lipofilicidade e consequentemente, capacidade
limitada de transpor as membranas celulares, tendo como érgéo alvo os rins (PARK; ZHENG,
2012). Referente ao Hg (I1), quando presente na corrente sanguinea liga-se a grupos sulfidrila
ou é transportado suspenso no plasma, sendo absorvido principalmente pelo trato respiratorio
(GENCHI, et al., 2017; VIANNA et al., 2019). Vale ressaltar que, os sais de Hg (1) e Hg (1)
danificam majoritariamente o revestimento do intestino e os rins, enquanto, o0 metilmercurio é
amplamente distribuido por todo o corpo (BERNHOFT, 2012).

Os compostos alquilados sdo consideravelmente mais toxicos e suscitam mais
preocupacdes que a forma elementar e sais inorganicos, por exemplo, o metilmercurio pode

entrar rapidamente na corrente sanguinea, causando danos irreparaveis ao sistema nervoso
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central. No entanto, a exposi¢do a outras espécies de organomercuricos, como o fenilmercurio,
timerosal e principalmente etilmercdrio, que se acredita ter toxicidade semelhante ao
metilmercurio, é frequentemente negligenciada (PICHICHERO et al., 2002; CARRASCO, et
al., 2009; BERLIN, et al., 2015; MAHBUB et al., 2017).

Evidéncias relatam que o 6rgdo principal relacionado a toxicidade dos compostos de
mercario é o cérebro, uma vez que, estes compostos acumulam-se, devido sua ligacdo as
cisteinas, decorrente da afinidade do mercurio com o enxofre presente nos grupos sulfidrilas
(tiol, -SH) (AJSUVAKOVA et al., 2020; LEERMAKERS et al., 2005). A elevada afinidade
entre essas espécies pode ser justificada levando-se em consideragao que os cations de mercurio
sdo acidos moles, enquanto os grupos tidis sdo bases moles (GONZALEZ-RAYMAT et al.,
2017; GAJDOSECHOVA et al., 2018). Tal afinidade ¢ um fator importante subjacente as
propriedades bioquimicas dos ions deste elemento, tendo em vista que, concentracdes de
mercurio em niveis trago, absorvidas pelo organismo podem se ligar aos grupos tidis nas
proteinas e enzimas, interferindo na estrutura, funcéo celular e na atividade (SPILLER, 2018;
STROHMIDEL et al., 2018; AJSUVAKOVA et al., 2020).

Acerca disso, estudos realizados pelas agéncias americanas, EPA (Environmental
Protection Agency) e ATSDR (Agency for Toxic Substances and Diasease Registry),
disponibilizaram publicagdes que elencam as substancias classificadas como perigosas, de
acordo com a toxicidade associada, risco potencial a saude e exposicdo humana e na lista
prioritaria dessas substancias o mercurio ocupa a terceira posi¢do (ATSDR, 2017).

Nesta linha de abordagem, diferentes estudos foram realizados buscando-se investigar
os efeitos causados pelo timerosal, composto organomercurial, empregado como conservante
em diversos produtos. ljaz et al. (2021), avaliaram a nefrotoxicidade induzida pelo timerosal
(TH) em ratos machos e os resultados obtidos comprovaram, que além do TH possivelmente
causar estresse oxidativo, adicionalmente reduz a atividade de enzimas antioxidantes, aumenta
a inflamacéo renal e induz danos ao DNA. Silva et al. (2020) observaram efeitos adversos
ocasionados pelo TH na hemoglobina, e como consequéncia 0 composto organomercurico
induziu a glicacdo da proteina em questdo e houve formacdo de amiloide, o que pode facilitar
a manifestacédo de distdrbios conformacionais, além de efeitos nocivos a saude humana. Mais
recentemente, Sales et al. (2022), constataram que o TH se liga a hemoglobina causando
alteragcdes conformacionais, culminando em efeitos nocivos relacionados ao transporte de
oxigénio.

Por fim, outros estudos visaram entender o papel de compostos mercuriais em processos

celulares. Lee et al. (1997), avaliaram a frequéncia de trocas de crométides irmés (TCI) para



24

monitorar possiveis efeitos genotoxicos em linfocitos humanos, causados por diferentes
compostos de mercurio, dentre eles o acetato de fenilmercurio (FMA). Como resultado
observou-se que o FMA comparado a outros compostos de mercurio (HgCl. e Hg(NO3)2 ), foi
capaz de induzir um maior nimero dessas trocas, sendo observado do mesmo modo, uma menor
taxa de proliferacdo celular, inclusive na presenca de enzimas antioxidantes, a TCI néo foi
inibida, concluindo-se que esse evento causado pelo acetato de fenilmercirio ndo foi
ocasionado pela geracdo de espécies reativas. Adicionalmente, Amaral et al. (2020),
confirmaram os efeitos toxicos do FMA, utilizando como organismo modelo Caenorhabditis
elegans. Neste sentido, torna-se uma questdo de extrema importancia, do ponto de vista de

salide publica, avaliar a utilizacdo dos compostos de mercurio em diferentes matrizes.

1.2 Aplicagdes de mercurio e compostos de mercurio

No controle de qualidade de produtos comercializados de forma geral, esforgos oriundos
de varios pesquisadores tém sido dedicados ao desenvolvimento de estratégias, tanto no ambito
tedrico quanto no experimental, visando a melhoria dos processos industriais a fim de
potencializar a seguridade do produto acabado, uma vez que, o conhecimento de efeitos
indesejaveis e toxicidade desses insumos, ao nivel de populacéo, € bem limitado. O mercurio e
seus compostos tém sido empregados, em uma gama de produtos utilizados para varios
objetivos comerciais. As principais aplicacdes incluem: conservante para madeira, extracdo de
ouro, curtimento para couro, catalisador na fabricacdo de produtos quimicos, como cloroetano
e desinfetantes, lampadas fluorescentes, amalgamas dentarias, baterias, reagentes laboratoriais,
dispositivos elétricos, feltragem, tintas, produtos farmacéuticos e cosméticos, sdo alguns
exemplos (BROUSSARD et al., 2002; EUROPEAN COMMISSION, 2017; HU et al., 2018;
GANGULY et al., 2018; HSDB, 2019; IBAMA, 2021).

Essas aplicagdes fornecem um panorama da variacao de exposi¢cao humana ao mercurio
e seus compostos. Em 2020, a produc¢do mundial de mercurio foi de 3700 toneladas e a China
foi apontada como maior produtor (GARSIDE, 2021). Com relacdo aos produtos
industrializados, com a expansdo mundial e consumo crescente, principalmente nos paises em
desenvolvimento, é provavel que essa demanda resulte em efeitos negativos para a saude
publica, se ndo for garantido um gerenciamento adequado dos produtos quimicos, empregados
no processo de fabricagdo (WHO, 2020). Dessa forma, se faz necessario um controle de
qualidade mais abrangente das matérias-primas para minimizar essa problematica.

A organizacdo mundial de satude (WHO, 2018) fornece recomendacbes para o

gerenciamento e aborda os riscos para 10 produtos ou grupos de produtos quimicos, 0s quais
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podem causar impactos de diferentes magnitudes para a saude publica e o mercurio esta entre
0s dez principais produtos quimicos, de grande preocupacdo referente aos aspectos
supramencionados. Dentre esses produtos ou grupo de produtos quimicos, além do mercurio
estdo inseridos arsénio, chumbo, cadmio, benzeno, dioxina, amianto, poluentes atmosféricos,
pesticidas perigosos e flior em excesso.

Diante do exposto, vale ressaltar que as industrias cosmética e farmacéutica utilizam
nos processos industriais diversos conservantes, visando a obtencdo de produtos com
multifuncionalidades que oferecam versatilidade nas suas aplicagbes e minimizem a
contaminacdo por microrganismos. Neste contexto, destacam-se 0s conservantes que contém
mercUrio na sua composicao, como o timerosal e sais de fenilmercurio, os quais foram foco

deste trabalho e serdo abordados seguidamente em matrizes de vacinas e cosméticos micelares.

1.3 Timerosal em vacinas

As vacinas sao profilaticos empregados para prevenir, controlar e erradicar doencas
infectocontagiosas. No processo de fabricacdo das vacinas, a contaminagao por microrganismos
deve ser inibida na linha de producdo, durante o manuseio, transporte e aplicagdo da
bioformulagdo, consequentemente, se faz necessario a adi¢cdo de um conservante, frente a isso,
algumas vacinas multidoses contém o conservante timerosal (GEIER et al., 2018; DOREA,
2017). Em vacinas o timerosal € o conservante mais utilizado, seguido pelo fenoxietanol e fenol
(KAUR et al., 2021).

O timerosal ¢ um composto organomercurico, contendo 49,6% de mercirio em massa,
amplamente utilizado como conservante em formulag¢Ges cosméticas, farmacéuticas, incluindo,
removedores de maquiagem (demaquilante e &gua micelar), mascaras para cilios,
dermocosméticos, cremes farmacéuticos topicos, solugbes oftalmologicas, nasais e
antissépticas, e devido a sua atividade bactericida e antifingica, tem sido amplamente
empregado em vacinas (GEIER et al., 2015; PEREZ-CABALLERO et al., 2016; QIN et al.,
2019; SANDOVAL et al., 2019). Em vacinas o TH pode ser adicionado durante o processo de
producéo e/ou incorporado ao diluente da vacina liofilizada (BALL et al., 2001).

Dentre as vacinas que utilizam timerosal em sua composicéo, alguns exemplos sdo:
hepatite B, difteria, coqueluche e tétano, influenza e triplice viral, onde a concentragao relatada
é da ordem de 25 g de Hg por 0,5 mL (HURLEY etal., 2010; GEIER et al., 2016). No entanto,
preocupacdes sobre a neurotoxicidade em criangas expostas ao TH, a partir das doses de vacinas
administradas, foram levantadas por autoridades médicas ou governamentais, somente a partir

de 1990, em decorréncia aos possiveis efeitos adversos a longo prazo (ZAHIR, et al., 2005;
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BAKER, 2008). A eficacia da ac&o inibitoria de microrganismos pelo conservante, bem como
seus efeitos deletérios, estdo associados aos seus produtos de degradacdo em meio aquoso
(4cido tiosalicilico e etilmercurio) (Figura 1) (ZIEMINSKA, et al., 2010; TRUMPLER, et al.,
2009; TRUMPLER, et al., 2014; GEIER et al., 2015).

Figura 1 - Estrutura quimica do timerosal (TH) e produtos de degradacdo em meio aquoso, acido
tiosalicico (ATS) e Etilmercurio (EtHg*) e subsequente reacdo do EtHg* com grupos tidis livres.
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Fonte: Adaptado de KAUR et al., 2021.

Desta forma, a presenca do timerosal em vacinas pode levar a alteragGes estruturais e
funcionais nos antigenos da bioformulacdo (CHEN et al., 2019). Sendo, portanto, indiscutivel
que o potencial toxico do (TH) é maior que qualquer outro componente presente na formulagao
da vacina e sua interagcdo com a estrutura antigénica e propriedades protetoras das vacinas deve
ser minima (KHANDKE et al., 2011).

Neste sentido, recomendacges sdo sugeridas para identificar conservantes alternativos,
embora que, precaucdes referentes a seguranca ndo estejam tdo difundidas, o entendimento da
toxicidade dos organomercuriais é algo bem estabelecido, e o etilmercurio ndo € uma excecao.
Diante disso, alguns paises da Unido Europeia e os Estados Unidos tiveram a iniciativa de
reduzir ou substituir o timerosal em formulagfes multidoses ou elimina-lo, utilizando
formulagdes monodoses, visando minimizar os possiveis riscos potenciais (SYKES et al., 2014;
GEIER, et al., 2018; HASEGAWA et al., 2018). Atualmente, nos Estados Unidos, vacinas
destinadas para criangas com idades inferiores a seis anos e em novas formulagdes monodoses
0 TH é ausente (FDA, 2020).

Embora a utilizacdo de TH tenha sido minimizada em alguns produtos comercializados
e inclusive removido de produtos farmacéuticos topicos na maior parte do mundo, este
conservante, ainda continua sendo empregado em vacinas, seguindo indicagfes da WHO,
principalmente em paises subdesenvolvidos, incluindo o Brasil (GEIER, et al., 2015; CUNHA
et al., 2020). No entanto, varios estudos mostram uma relacdo do uso do TH associado a efeitos
deletérios a saude, principalmente em criancas e gestantes (CLEMENTS, 2004; MARQUES et
al., 2010; DOREA, 2011; GEIER et al., 2016; GEIER et al., 2017; SILVA et al., 2020) uma
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vez que, estes sdo 0s grupos mais expostos devido ao nimero de vacinas administradas na fase
pré-natal e nos primeiros anos de vida, fatores que a priore, contribuem significativamente para
esta afirmacdo (BALL et al.; 2001; BAKER, 2008; DOREA, 2017; DOREA, 2018;
HASEGAWA et al., 2018).

Neste contexto, a literatura reporta efeitos toxicoldgicos e epidemiol6gicos deste
conservante, logo, pesquisadores postularam que a exposi¢ao precoce ao mercUrio organico,
aumenta significativamente o risco de disturbios de desenvolvimento neuroldgico na infancia e
casos individuais de reacGes alérgicas agudas tém sido evidenciados (KERN et al., 2013;
HOLTKAMP et al., 2013; SKALNY et al., 2016; GEIER et al., 2017; DOREA, 2018; GEIER
et al., 2018). Em contrapartida ao reportado na literatura, a organizacdo mundial de saude
descreve o etilmercdrio como uma espécie nao nociva a saude humana (WHO, 2017).

A relacdo dose-resposta deste conservante, referente a toxicidade ainda é incerta, assim
da mesma forma que o metilmercdrio, o etilmercurio tem sido foco de numerosos estudos
(CLARKSON e MAGOS, 2006; GIBICAR et al., 2007; LEOPOLD et al., 2010; DOREA et
al., 2013; DOREA et al., 2018). Todos os aspectos mencionados referentes ao timerosal, sdo
questdes que ainda estdo em debates e é um tépico de controvérsia na comunidade cientifica
(YEPSEN et al., 2015; GOLDING et al., 2018; KAUR et al., 2021). Deste modo, desenvolver
metodologias para determinacdo deste conservante em amostras de vacinas e cosméticos sdo

essenciais para fins de controle de qualidade e regulamentacdo destes produtos.

1.4 Cosméticos: panorama geral

Os produtos de higiene pessoal, perfumes e cosméticos (HPPC), sdo definidos como
preparacOes feitas a partir de substancias naturais ou sintéticas, as quais sdo utilizadas
externamente nas diversas partes do corpo humano, com a finalidade de limpa-las, perfuma-las,
alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou protegé-las ou manté-las em bom
estado (ANVISA, 2005). Esses produtos abrangem cinco categorias: cuidados com a pele,
maquiagem, cuidados capilares, fragrancias e higiene pessoal e essas categorias sdo
classificadas em dois grupos: produtos grau 1 (demaquilante, logdo ténica facial e mascara para
cilios) e produtos grau 2 (clareador de pele, maquiagem com fotoprotetor e produto para pele
acneica).Vale ressaltar, que os critérios para esta classificacao sdo definidos principalmente, em
funcdo da probabilidade de decorréncias indesejaveis, devido a utilizacdo inadequada desses
produtos, tipo de formulagdo, finalidades para uso e estdo embasados em trés aspectos
principais: seguranca, eficacia e qualidade. Atualmente estdo comercialmente disponiveis 52
produtos grau 1 e 63 produtos grau 2 (ANVISA, 2015).
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Nos ultimos dez anos a industria de produtos de HPPC teve um crescimento pujante,
consequentemente o desenvolvimento de novas matérias-primas, elaboracdo de formulacdes
inovadoras, foram indispensaveis para a modernizacdo, dos padrfes exigidos para 0 segmento
destes produtos, sendo assim, o0 avango tecnoldgico gerou a demanda de produtos especificos
para a industria cosmética (PINTO et al., 2012; CASTRO et al., 2017).

Dessa forma, pesquisas avancadas levaram a formulacdo de produtos de maquiagem
resistentes a agua, os quais possuem elevada capacidade de fixacdo, mesmo diante de variacdes
climéticas e apresentam resisténcia ao suor e gorduras, deste modo, a permanéncia dos
cosmeticos na pele se tornou mais prolongada, ndo se fazendo necesséario reaplicacGes
(PARNSAMUT et al., 2017). Essas caracteristicas peculiares dos produtos de maquiagem,
dificultam a higienizacdo da pele e area dos olhos, portanto, cosméticos especificos para
limpeza facial foram desenvolvidos, comumente definido como removedores de maquiagem
(demaquilante e agua micelar) (JUSTINO e LEITE, 2020; PARNSAMUT et al., 2017).
Consequentemente, diminuir custos de fabricacdo para atingir valores competitivos e
variedades destes produtos, uma vez que, o preco é um fator importante para decisdo de compra
do consumidor, foi primordial para que as empresas acompanhassem a ascensao deste mercado
(GARCILLAN, 2008).

No segmento de HPPC, em 2017 o mercado mundial teve um aumento estimado em
5,5% em relacdo ao ano anterior, constatando-se a maior taxa de crescimento registrada desde
2007 e dentre as categorias dos produtos de HPPC, os produtos skincare lideraram o mercado,
correspondendo aproximadamente a 36% do segmento mundial (ABIHPEC, 2018;
EUROMONITOR, 2018, MENDONCA, 2018). No Brasil, a categoria de produtos para
cuidados com a pele teve um crescimento de vendas de 51% em 2020, quando comparada ao
ano de 2015, fazendo com que o pais ocupe a 8* posicdo no ranking global
(MENDONCA, 2021).

Nesta conjuntura, o setor brasileiro de produtos de HPPC é um mercado potencial,
apresentando crescimento a uma taxa média de 8,2% nos ultimos 10 anos e a ascensdo referente
ao ano de 2017 foi de 3,2% (MENDONCA, 2018). Em 2021 o setor de HPPC teve um aumento
de 5,7% em vendas, quando comparado ao ano de 2020. Devido a essa tendéncia, estima-se que
0s produtos para cuidados com a pele, mantenham-se sendo a categoria mais lucrativa, com
previsdo de gerar cerca de 177 bilhdes de dolares até 2025 (MENDONGCA, 2019; ABIHPEC,
2021; SABANOGLU, 2022). Outro aspecto a ser considerado é que atualmente o Brasil é o

quarto maior mercador consumidor (Tabela 1), representando 4,9% do consumo mundial,
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ademais, com relagdo a América Latina, corresponde a 14,1% das vendas mundiais de HPPC,
liderando esse segmento. (EUROMONITOR, 2018; ABIHPEC, 2021)

Tabela 1 — Ranking dos dez paises consumidores do setor de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos.

Posicao Pais U$$ bilhdes % Participacdo
1° EUA 90,9 18,7
2° China 73,3 15,5
3° Japéo 35,1 7,2
4° Brasil 23,7 49
5° Alemanha 19,3 4,0
6° Reino Unido 16,1 3,3
7° Franca 14,4 3,0
8° india 14,1 2,9
9° Coreia do Sul 12,6 2,6
10° Italia 11,3 2,3

Fonte: ABIHPEC, 2021.

Neste contexto, desenvolver metodologias para o controle de qualidade de produtos
cosmeéticos, visando avaliar a seguranca do produto acabado, quanto a presenca de substancias
potencialmente toxicas é de suma importancia, frente ao crescimento acentuado deste segmento

e utilizacdo diaria destes produtos por milhdes de pessoas.

1.5 Compostos potencialmente toxicos em cosméticos

Na composicdo de produtos cosmeticos as principais substancias ou grupo de
substancias essenciais incluem: ingredientes ativos, excipientes, conservantes e aditivos
(AZIRON et al., 2022). No desenvolvimento de formulagdes cosméticas, sistemas conservantes
sdo empregados, com objetivo de garantir a qualidade e estabilidade do produto final, no tempo
de uso estabelecido pelos fabricantes. Esses sistemas devem apresentar um amplo espectro de
atividade e compatibilidade com os ingredientes da formulacdo, deste modo, aplicagdo de
blends é a pratica mais comum para esta finalidade (MAGALHAES, 2011; MURPHY et al.,
2021). Os principais sistemas conservantes aplicados na producdo de cosméticos, incluem
alcoois e fenois, acidos organicos, aldeidos, isotiazolinonas, biguanidas, sais de aménio
quartenario e derivados de substancias potencialmente toxicas, como por exemplo, 0s
conservantes organomercuriais (LUNDOV et al., 2009; MURPHY et al., 2021).

Neste contexto, diretrizes para utilizacdo de conservantes em cosméticos, sdo definidas

por meio de regulamentacdes especificas referentes a cada pais, os quais elencam uma lista de
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substancias permitidas e suas respectivas recomendag¢des. Mundialmente, em torno de sessenta
e cinco paises, preconizam niveis de concentracdes entre 65 a 70 mg L associados a
conservantes a base de mercurio, para produtos cosmeticos para area dos olhos
(MICHALEK et al., 2019).

No Brasil, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2021), existe mais de
12 mil substancias as quais podem ser empregadas em formulacdes cosméticas, sendo 60
pertencentes a classe dos conservantes, dentre estes, vale destacar 0s conservantes
organomercuriais como timerosal e o fenilmercuario e seus sais, 0s quais podem ser utilizados
em cosméticos faciais (RDC n° 29/2012), com limite maximo permissivel de 70 mg L. Esses
cosméticos englobam principalmente sombras para olhos, méascaras de cilios e removedores de
maquiagem (demagquilantes/agua micelar). Esses produtos sdo aplicados diretamente na pele,
propiciando a exposic¢ao direta a toda composi¢do quimica do produto e alguns tipos de reacdes
adversas e problemas cutaneos, podem ser evidenciados, tais como irritacdo, alergias e efeito
sisttmico  (ANVISA, 2003; CHIARI etal., 2012; DRAELOS, 2014; PEREIRA e
PEREIRA, 2018).

Uma vez que, 0 aspecto toxicologico é um pardmetro relevante, associado a efeitos
deletérios a satde dos usuérios dos produtos cosméticos, ampliou-se a preocupacao por parte
da comunidade cientifica, sobre os tipos de substancias e niveis de concentragdes presentes em
formulacdes cosméticas, visto que, o desenvolvimento de pesquisas, as quais visam o controle
e 0 monitoramento de substancias potencialmente toxicas em matrizes cosméticas, ainda séo
reduzidas (LAVILLA etal, 2009; GAO et al., 2014). Realizando-se uma busca na base de dados
ISI "Web of Science", com as palavras — chaves “cosmetic and mercury”, foram identificados
40 trabalhos indexados a partir de 1988 e 542 citacOes relacionadas a amostra e analito, foco

deste trabalho (Figura 2).
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Figura 2 - Namero de publica¢Ges ao longo dos ultimos 34 anos, referentes aos critérios na plataforma
ISI.
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Fonte: Autora, 2021.

O crescente nimero de estudos e publicacdes, sobre o0 uso do mercdrio e suas
consequéncias para a saude publica, proporcionou diversos avancgos. Analisando a Figura 2,
pode-se observar uma correlacdo entre o nimero publica¢Bes e o surgimento de normas e leis
gue regulamentam a sua utiliza¢do na industria de cosméticos. Em 1993, a Comissdo Europeia
(EC n° 1539/1993) reconheceu a necessidade de promover a rotulagem de ingredientes
cosmeéticos na Unido Europeia e implementou a nomenclatura internacional de ingredientes
cosméticos (INCI), a qual foi reconhecida e adotada mundialmente. Posteriormente, alguns
guestionamentos a respeito de produtos contendo mercurio, suscitaram preocupacdes sobre 0s
possiveis efeitos deletérios a curto e a longo prazo na saide humana, assim a Organizacdo
Mundial de Saude (WHO, 2011), emitiu um comunicado admitindo que produtos contendo
mercurio podem ser perigosos para satide humana. Outros acontecimentos notaveis, que podem
estar relacionados ao numero publicag¢6es no periodo entre 2017 e 2021 foram: a publicacdo da
nota toxicoldgica sobre mercurio adicionado para clareamento de pele pela organizagdo Pan-
Americana da Saude (PAHO, 2017), a qual recomendou a implementacdo e aplicacdo de
regulamentos apropriados, para estes fins. Adicionalmente a convencao de Minamata (2017) e
os planos de a¢BGes multissetorias, para reducdo dos impactos na salde a partir do uso de
mercurio, dessa forma, foi sugerido a eliminacdo gradual da adicdo de mercdrio em produtos
industrializados, incluindo termdmetros, antissépticos e cosméticos. Por fim, o nimero de
trabalhos publicados e citacdes realizadas podem estar associados as implementagdes de
algumas legislagdes reguladoras para os produtos cosméticos FDA (1944), BfR (2006),
EUROPEAN COMMISSION (2009), Health (2012), ANVISA (2012) e respectivas
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atualizagdes dessas normativas, ademais o contexto pandémico, possivelmente propiciou
aumento significativo das publicacBes nas bases de dados cientificas referentes aos anos de
2020 e 2021.

Nesta conjuntura, € notavel que a utilizacdo de alguns metais/ndo-metais de forma
deliberada ou ndo intencional em formulagBes cosméticas, se configura em um fator
preocupante, tendo em vista que, mercuario, arsénio, chumbo, e cadmio sdo considerados
toxicos, mesmo em concentracdes a nivel traco (ARSHAD et al., 2020; MESKO, et al.,2020;
ALMAYAHI et al., 2021), consequentemente o uso destes produtos, contribui fortemente para
a exposicao da populacdo. Além disso, deve-se considerar que 0s niveis maximos estabelecidos,
para diferentes agéncias reguladoras tendem a divergir, dificultando no consenso global do que
¢ permitido, em termos de concentracbes para substancias potencialmente toxicas
(SAADATZADEH et al., 2019).

As diretrizes da FDA dos Estados Unidos (U.S. Food and Drug Administration, CRF
21/ Parte 700) estabelecem limites permissiveis para 0 mercurio como conservante, empregado
para cosmético para area dos olhos de 65 ppm (mg L™ ou mg Kg™?) e 1 ppm para impurezas no
produto acabado, além disso, para aditivos de cor 0s niveis maximos aceitaveis sdo: 1; 3; 15 e
20 mg Kg*para Hg, As, Cd e Pb, respectivamente. As preconizagdes referentes a normativa da
Unido Europeia (EC n° 1223/2009) para cosméticos para area dos olhos, permitem
concentracfes para conservantes mercuriais (TH e fenilmercdrio e seus sais) de 70 ppm,
entretanto, proibe concentracbes como impurezas decorrentes do processo de fabricagcdo ou
matéria-prima para o Hg e demais elementos supramencionados. As regulamentagdes do
Canadé e Alemanha, determinam concentra¢fes apenas para impurezas no produto final. Para
0 Canada (Health, 2012), os limites definidos sdo: Hg 1 mg Kg*; As 3 mg Kg*; Cd 3 mg Kg*
e Pb 10 mg Kg™ e para Alemanha (BFR 025/2006), Hg 1 mg Kg; As 5 mg Kg; Cd 5 mg Kg-
le Pb 20 mg Kg™.

No Brasil, analogamente, os pardmetros normativos da ANVISA baseados nas
resolucGes da diretoria colegiada (RDC), preconizadas para limites permissiveis relativos a
presenca de metais/ndo-metais em HPPC, sdo amplas e confusas, consequentemente podem
também, formalizar interpretacGes imprecisas e comprometer a seguranca dos produtos
comercializados. A RDC n°48/2006, estabelece a proibicdo da utilizacdo de compostos de As,
Cd, e Pb como matéria-prima para fabricacdo de produtos de HPPC, contudo, a RDC n°
44/2012, incorpora limites permissiveis para impurezas desses elementos para corantes, ndo
podendo ser superiores a 3 ppm para o arsénio (expresso como Asz0O3), 20 ppm para 0 chumbo

(expresso como Pb total) e 100 ppm para outros metais. De forma geral, as incongruéncias entre
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as legislacOes para metais/ndo-metais nos produtos acabados e matérias-primas podem resultar
em erros, como também dificultar a interpretacdo das normativas pelos fabricantes
(MESKO et al., 2020).

Recentemente, RDC n° 29/2012 foi revogada e a legislacdo vigente para a lista de
conservantes permitidas para HPPC foi atualizada (RDC n° 528/2021). Na nova RDC,
internalizada pela resolu¢cdo do grupo de mercado comum (MERCOSUL n° 35/20), os
conservantes organomercuriais foram excluidos e a reformulacéo estabeleceu um prazo de 36
(trinta e seis) meses para adequacao dos produtos comercializados, no entanto, as normativas
preconizadas pela EC e FDA para esses conservantes, ainda estdo em vigéncia.

Neste ambito, deve-se considerar a necessidade de maior rigor, quanto ao controle de
qualidade dos diferentes produtos no mercado, na perspectiva de serem ofertados produtos com
maior seguranca para a salude do consumidor de maneira geral e avaliar se 0s produtos
disponiveis, estdo em consondncia com 0s parametros normativos vigentes. Assim, 0
desenvolvimento de metodologias para determinacdo de substancias potencialmente toxicas de
baixo custo, rapidas e sensiveis, sdo fundamentais para o controle de qualidade eficaz de

produtos cosmeticos.

1.6 Metodologias para determinacéo de mercurio total em vacinas e cosméticos

Para o desenvolvimento efetivo das estratégias de preparo de amostra, 0s principais
parametros avaliados sdo embasados no tipo de analito, matriz da amostra e técnica de deteccao.
Para determinacao de mercurio total em diferentes matrizes, o estabelecimento de um protocolo
analitico adequado de preparo da amostra € uma etapa fundamental, devido a volatilidade e
complexidade do analito e representa em torno de 60 a 80% do tempo empregado nas etapas
operacionais (ARAUJO, 2009; GAO et al., 2012; KRUG e ROCHA 2019). Além disso, na
determinacdo de mercurio total, o analito deve ser convertido em uma forma compativel para
analise instrumental, deste modo, a aplicacdo de procedimentos de preparo de amostra, para
decomposi¢éo dos compostos organicos presentes na matriz, se faz essencial.

Em amostras de vacinas e cosméticos, as alternativas de preparo de amostras
comumente empregadas englobam, a degradacdo fotoquimica, digestdo convencional
(aquecimento condutivo) e/ou assistida por micro-ondas com uso de acidos concentrados
(LAZO e KUCUKU, 2012; MESKO et al., 2020; PEDROZO-PENAFIEL et al., 2020;
PAPADOPOULOS et al., 2022). A decomposi¢do por via Umida em sistemas abertos, pode ser

realizada com aquecimento condutivo (blocos digestores) ou radiagdo micro-ondas,
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empregando acidos minerais concentrados (HNOs, H2SOs e HCIO4), misturas de acidos
concentrados (HNOz- H2SO4; HNOs- HCIO4; HNO3- HCI) ou mistura de um &cido oxidante
com oxidante auxiliar para decomposicdo (peroxido de hidrogénio) (KINGSTON e
HASWEL,1997; ORESTE et al., 2013).

Os sistemas abertos possibilitam a decomposicdo de quantidades (massas/volumes)
elevadas da amostra, que o0s reagentes possam ser inseridos no meio reacional durante o
procedimento e a alta frequéncia analitica. Entretanto, nestes sistemas a decomposicao pode ser
mais lenta em decorréncia da aplicagdo de temperaturas menos elevadas e com isso tempos
mais prolongados sdo requeridos, além disso, sdo passiveis de ocorrer perdas de analitos
volateis e contaminacBes na solucdo resultante da decomposicdo (MATUSIEWICZ e
STANISZ, 2010; FLORES, 2014; KRUG e ROCHA, 2019). Assim, as principais limitacdes
referem-se & eficiéncia de digestéo, acidez residual e valores dos brancos analiticos (FLORES,
2014). Cabe ressaltar que, para aplicacGes analiticas visando a determinagdo de mercdrio total,
os sistemas fechados sao preferencialmente utilizados (FERREIRA et al., 2013; BARBOSA,
etal., 2015; YANEZ-JACOME et al., 2020).

O preparo de amostra em sistemas fechados com aquecimento condutivo, minimizam
as perdas de analitos por volatilizacdo, reduzem as contaminagdes nos digeridos e apresentam
maior eficiéncia de decomposicdo (menores valores de carbono residual), quando comparados
aos sistemas abertos (KRUG e ROCHA, 2019; KINGSTON e HASWEL,1997). Contudo, para
matrizes mais complexas como cosméticos e vacinas, observa-se que os sistemas fechados
assistidos por micro-ondas, s&o os mais empregados (PEREZ-MARTINEZ et al., 2020).

A digestdo em sistemas fechados assistidos por radiagdo micro-ondas, € uma alternativa
bastante apreciavel, a medida que fornece seguranca operacional e rapidez (KORN et al., 2008).
Esses sistemas utilizam altas temperaturas e pressdes, 0 que proporciona tempos de
aquecimento mais reduzidos em comparagdo aos sistemas com aquecimento condutivo, sendo
também considerada uma alternativa mais sustentavel (PEREZ-MARTINEZ et al., 2020;
JOFRE et al., 2021). A irradiacdo pelas micro-ondas promove um aquecimento rapido e
eficiente das amostras, o que acelera a decomposicao destas sem promover mudancas em sua
estrutura molecular, visto que se trata de uma radiacdo ndo-ionizante. Sob irradiagdo pelas
micro-ondas, o aquecimento do meio reacional ocorre em decorréncia da interacdo da radiacao
eletromagnética com as moléculas polares do solvente e com os ions presentes em solucgdo. Essa
interacdo resulta na movimentacao das espécies em solucdo (fenémenos de migragéo idnica e
rotacdo dipolo) dadas as oscilagdes no campo elétrico da radiacdo. (ARRUDA e SANTELLLI,
1997; KRUG e ROCHA, 2019).
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A aplicacdo da digestdo por micro-ondas em amostras de cosméticos foi empregada por
Alquadami et al. (2017), os autores realizaram a determinacao de As, Bi, Cd, Hg, Pb e Ti em
amostras de cremes clareadores e a digestdo completa das amostras foi alcancada utilizando
uma mistura de HNO3/HF/H.Ox. Liu et al. (2013), empregaram a digest&o assistida por micro-
ondas com a finalidade de determinagdo mercurio total em cosméticos, e a digestdo completa
foi obtida utilizando-se HNO3z/H20- no procedimento. Similarmente, GAmiz-Garcia e Castro
(1999) avaliaram a concentrac@o de mercdrio total em amostras de delineadores, lapis e sombras
para os olhos, empregando para o preparo de amostra a digestdo por micro-ondas, utilizando
uma mistura de acidos e oxidante auxiliar (HNO3/H2SO4/ H20>).

Para amostras de vacinas, Oliveira et al. (2021) e Tall et al. (2021), utilizaram a digestéo
assistida por micro-ondas como estratégia de preparo de amostras (método de referéncia),
empregando (HNO3z/ H.0;) para determinacdo de Hgwta € para ambos os estudos o
procedimento adotado, possibilitou conversdes efetivas do composto organomercurial (TH)
para Hg(ll). Analogamente Malkuci e Lazo (2014), empregaram o sistema de digestao assistida
por micro-ondas utilizando (HNO3/HCI/H20.) para determina¢éo de Hgwtar €m vacinas, e a
estratégia utilizada propiciou a analise quantitativa do analito. Embora, os sistemas de digestao
assistida por micro-ondas, proporcionem a decomposicao das matrizes supramencionadas, para
esta estratégia analitica, geralmente é necessario o uso de acidos concentrados, levando a maior
geracdo de residuos, além de elevada acidez residual (NOBREGA et al., 2012; PEREIRA et
al., 2019; SAVIO et al., 2019).

Neste sentido, a utilizacdo de acidos diluidos combinado com diferentes oxidantes
(KBrOsz, KMnOs, K2Cr207, K2S,0s, BrCl) tém sido foco de alguns estudos, apresentando-se
como uma abordagem eficaz para decomposicdo de compostos organomercuricos em diferentes
matrizes (FAREY, et al., 1978; TORRES et al., 2009; LEOPOLD, et al., 2012; MARANHAO
etal., 2013; ZHANG et al., 2020). Dessa forma, visando simplificar o preparo de amostra para
determinacdo de TH (como Hgtotar) €m amostras de vacinas, aplicou-se a decomposicgéo direta
com diferentes sistemas complexantes e/ou oxidantes (KBr/KBrOs, KI/KIO3, KMnOs e
KMnO4/Na2S) em meio &cido diluido (HCI ou HNO3). A estratégia foi desenvolvida,
considerando o equilibrio do TH em meio aquoso (Figura 1), originando etilmercurio no meio
reacional, o qual pode ser convertido a mercdrio inorganico, conforme as reacGes de

bromacéo (1) e (2):
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BrOs (aq) + 5Br agq) + 6H(ag) — 3Br2g) + 3H20¢) Reacdo (1)
2R—Hg* @ag) + 5Br2g) = 2R—Br(ag) + 2HYBr4% (aq) Reacdo (2)

Para esta sequéncia de reacdes, ocorre previamente a oxidacdo do ion brometo pelo ion
bromato, com formacdo de bromo (reacdo 1). Posteriormente, a clivagem da ligagdo do
composto organico de mercdrio ocorre a temperatura ambiente, em seguida, o mercurio
inorgénico forma um complexo estdvel com o halogénio (reacdo 2) (CORNS et al., 1994;
GOMES, 2010). Desta maneira, a eficiéncia de oxidacdo do composto organico de mercurio,
depende essencialmente da concentracdo do ion brometo no meio de reacdo
(ZHENG et al., 2019), além do tempo reacional aplicado no procedimento.

Para a decomposicao direta utilizando 0 KMnOyg, as rea¢Oes do agente oxidante em meio

acido, sdo representadas a sequir:

2KMnO4(ag) + 8HCl(ag) > 3Clag) + 2KCl(ag) + MNO2gq) + 4H20q) Reacdo (3)
2R — Hg* (ag) + 5Cla(g) = 2R — Clag) + 2HCls? (ag) Reagédo (4)

Verifica-se que analogamente as etapas da reacdo de bromacéo, quando se emprega o
KMnOs a ruptura da ligagdo quimica ocorre devido a formagdo do cloro gasoso e
subsequentemente, a formacdo do complexo com o halogénio (LENOV, et al., 2006;
TAFFAREL e RUBIO, 2010; ALMEIDA et al., 2016; LUTHER, et al., 2018). E importante
destacar, que os compostos formados durante a decomposic¢ao dos agentes oxidantes no meio
reacional, sdo os responsaveis pela clivagem da ligacdo quimica no composto organomercurial,
conforme observado nas reacOes esquematicas genericas (1), (2) (3) e (4). Por fim, apos
disponibilizacdo do Hg(Il) no meio, ocorre a formagéo do analito gasoso (Hg °), a partir da
reducdo pelo SnCl> em meio &cido e posteriormente as determinagdes do Hgiota por
espectrometria de fluorescéncia atbmica por vapor frio (CV AFS) de forma rapida, sensivel,
precisa, simples e com baixa geracdo de residuos. O desenvolvimento e abordagem desta
estratégia aplicada em amostras de vacinas sera enfatizado no capitulo 2.

Com relagdo aos demaquilantes e aguas micelares, designados neste trabalho como
cosméticos micelares, uma alternativa ao uso da digestdo assistida por micro-ondas no preparo
de amostras desses produtos, € a utilizacdo de oxidantes com auxilio de antiespumantes. Os
agentes antiespumantes sdo formulac@es a base de agua, 6leo, silicone ou mistura de ambos, as
quais podem reduzir a tensao superficial da solugdo (GARRETT, 2015; RIBEIRO et al., 2007),

além de controlar ou suprimir a espuma que pode ser originada devido a presenca de
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surfactantes ou outros compostos na amostra (JUNKER, 2008; REZENDE et al., 2011; PORTO
e CUNHA, 2020). Isto ¢ crucial para minimizar o efeito de matriz durante a geracdo do vapor
de guimico, uma vez que, as espumas formadas podem ocasionar a retengéo parcial e/ou total
do analito na matriz, resultando em recupera¢fes ndo quantitativas, como também, propiciar
variabilidade do sinal analitico (LI et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016; LIU et al., 2019). Com
a aplicacdo de antiespumantes no meio reacional, é possivel realizar a decomposicao direta na
amostra sem necessidade de sistemas micro-ondas. Neste sentido, aplicacdes de antiespumantes
no preparo de amostra tém sido abordadas para diferentes matrizes:

Cava-Montesinos et al. (2004), desenvolveram um procedimento analitico de
amostragem em suspenséo para determinagdo de Hgtota €M amostras de leite por CV AFS. Para
o0 preparo da amostra, foi adicionada agua régia 8% (v/v) e empregada sonicacdo por 10 min
em banho-maria com ultrassom. Apds sonicacdo, antiespumante A 2% (v/v), solucdo de
cloridrato de hidroxilamina 1% (m/v), reagente de bromagio (KBr-KBrOs3/0,1 - 0,02 mol L)
em meio acido cloridrico foram adicionados. Os resultados obtidos pelo procedimento
desenvolvido, foram concordantes com a digestdo assistida por micro-ondas. Rodrigues et al.
(2009), determinaram Hgwta €m amostras de sangue por CV AAS e no procedimento
experimental, as amostras foram diluidas em HCI 1,0 molL™, no meio reacional foi adicionado
50uL do antiespumante B, seguidamente e 150 pL de KMnO4 2,0% (m/v) e um tempo de 2
minutos foi aplicado para decomposicdo das amostras. Em ambos os estudos, a adi¢do de
antiespumantes foi eficaz na supresséo de espumas. Assim, a decomposi¢do direta com auxilio
de antiespumante, apresenta-se como alternativa promissora para o preparo de amostra de
cosméticos micelares e sera explorada no Capitulo 3. E relevante destacar que, diferentemente
das matrizes supramencionadas, a literatura ndo reporta a utilizacdo e avaliagdo diferentes
antiespumantes associados aos procedimentos de preparo de amostra, para dgua micelar e
demaquilante, portanto, a metodologia desenvolvida neste trabalho destaca-se pela inovacgéo
nesta area.

Por fim, as abordagens distintas de preparo amostra desenvolvidas neste trabalho, sdo
fundamentais para o controle de qualidade eficaz de vacinas e cosméticos, minimizando o risco
de perda do analito e potencializando o rendimento da frequéncia analitica e podem ser
aplicadas em diferentes técnicas espectrométricas atdbmicas (CV AAS, CV AFS, HG AAS, HG
AFS, ICP-MS) (CAVA-MONTESINOS et al., 2004, ARANDA et al., 2009; GAO et al., 2014;
ALMEIDA et al., 2016., ZHENG et al., 2019; TALL et al., 2021).
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1.7 Justificativa do estudo e objetivos gerais

Os insumos farmacéuticos e biol6gicos fazem parte da rotina de milhdes de pessoas,
incluindo-se adultos e criancas e devido a utilizacdo de conservantes a base de mercurio, nas
formulacdes desses produtos, estes sdo considerados uma fonte de exposicdo a espeécies
potencialmente toxicas. Desta forma, a importancia da determinacdo de mercurio total em
vacinas e cosmeticos micelares esté associada a sua elevada toxicidade e efeito biocumulativo,
guando presente em concentracdes iguais ou inferiores aos valores preconizados nas legislacdes
vigentes. Neste sentido, diante deste cenério, ter um produto no mercado, o qual pode causar
diversos efeitos deletérios de diferentes magnitudes, torna-se um problema de saude publica e
se faz necessario o desenvolvimento de pesquisas para avaliacdo da seguranga e eficacia.

Adicionalmente, o presente trabalho, fornecera subsidios para estudos epidemiologicos
e toxicologicos, voltados para gestantes e criangas, principalmente em paises em
desenvolvimento, nos quais a utilizacdo de conservantes a base de mercurio é mais recorrente.
Ademais, referente a aplicabilidade, a exploracdo de novas estratégias analiticas para
determinacdo de mercurio em niveis traco é de suma importancia, para acfes de carater
preventivo e corretivo por parte dos 6rgdos reguladores, nas matrizes avaliadas e em matrizes
mais complexas. Neste contexto, desenvolver protocolos para o controle de qualidade de
vacinas e cosméticos micelares, que sejam rapidos, de baixo custo, sensiveis e de acordo com
os parametros ecoldgicos da quimica analitica € o diferencial do método proposto.
Complementarmente a utilizacdo de acidos diluidos, a metodologia € inovadora, quando
comparada aos estudos reportados na literatura e utilizacdo de antiespumantes. Neste trabalho
para decomposicao direta, foi avaliado o efeito da desestabilizacdo de espumas por diferentes
antiespumantes em niveis distintos de concentragdes, acerca disso, a literatura ndo aborda
maiores detalhes nos procedimentos analiticos, adotados frente a estes estudos.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como principal objetivo, desenvolver
métodos analiticos, empregando diferentes estratégias de preparo de amostras em matrizes de

vacinas e cosméticos micelares para determinagdo de Hgotal por CV AFS.
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2 ARTIGO 1: DETERMINACAO DE MERCURIO (TIMEROSAL) EM VACINAS
USANDO DIFERENTES OXIDANTES E ESPECTROMETRIA DE
FLUORESCENCIA ATOMICA POR VAPOR FRIO EM ACIDOS DILUIDOS.

2.1 Introducéo

O timerosal (TH) é um composto organomercirico que apresenta 49,6% da massa em
mercurio, sendo amplamente empregado devido as suas propriedades bactericida e antifungica
como conservante, adicionado em vacinas, cosmeticos, tintas para tatuagens, preparacoes
imunoldgicas e outras formulagdes farmacéuticas (GIL et al., 2007; ROCHA e SCHERRER,
2014; GEIER et al., 2015; PENG et al., 2019). Em vacinas, o TH é adicionado como
conservante durante o processo de producado e/ou incorporado ao diluente em concentracdes de
0,003 a 0,01%, assim, a bioformulacdo pode conter até 50 ug Hg por 0,5 mL (BALL, et al.,
2001; PENAGOS-LIANOS et al., 2019). Contudo, tem sido reportado que a utilizacdo do TH
pode levar a distarbios de neurodesenvolvimento em criangas e casos de reagdes alérgicas
também tém sido evidenciados (HURLEY, et al., 2010; DOREA et al., 2011; HOLTKAMP et
al., 2013; GEIER, et al., 2017; SANDOVAL et al., 2019). Nesta linha, devido ao possivel fator
de risco a saude a organizacao mundial de saude (WHO), a Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMA), o Comité de Medicamentos para uso humano (CHMP, Uni&o Europeia), a Agéncia de
Alimentos e Medicamentos (FDA, EUA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, Brasil) vém recomendado a substitui¢cdo ou reducdo da concentracdo do timerosal
em produtos farmacéuticos (BRASIL, 2001; FDA, 2019, WHO, 2019, EMA 2019;
CHMP, 2019; LIN et al., 2020)

Nesta perspectiva, desenvolver estratégias analiticas para quantificacdo do TH é de
importancia crucial, considerando a utilizacdo mundial deste conservante em vacinas, portanto,
faz-se necessario o conhecimento do nivel de concentracdo visando avaliacdo de riscos
prospectivos, efeitos toxicos e controle de qualidade das vacinas (PIECH.et al., 2016; LIN, et
al., 2020). De forma geral, a determinacdo de TH é realizada empregando técnicas
cromatogréaficas (HPLC ou GC) hifenadas a diferentes sistemas de detec¢éo, o que eleva o custo
das analises, possuem baixa frequéncia analitica e pode inviabilizar a implementacdo destes
protocolos em andlise de rotina (ACOSTA et al.,2016; LI et al., 2016; ZAREBA, et al., 2016;
STROHMIDEL, et al., 2018; XU et al., 2018).

Como estratégia analitica para quantificagdo de compostos organomerclricos em
diferentes matrizes empregando técnicas espectroscopicas atbmicas (AAS ou AFS), de modo
geral, estes compostos sdo convertidos a mercurio inorganico (Hgino) antes da deteccdo. Os

métodos geralmente envolvem oxidantes em meio &cido (ALMEIDA et al., 2016;
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RUIZ — DE — CENZANO et al., 2016; ZHANG, et al., 2018; BROMBACH e PICHLER,
2019), digestdo com acidos concentrados em sistema fechado assistido por micro-ondas (GAO
et al., 2012; FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2015; PEREIRA et al., 2019) ou degradacéo
fotoquimica (YIN, et al., 2011; CAMPANELLA et al., 2013;YEPSEN et al., 2015;
MIRANDA-ANDRADES etal., 2017; STURGEON, 2017). Neste contexto, para quantificacdo
de mercdrio por CV AAS e/ou CV AFS, em matrizes simples, como agua, sdo aplicados
sistemas oxidantes contendo K>Cr207, K2S,0s, KBrOs, KMnO4 ou BrCl em meio acido para a
oxidacao do mercurio organico (Hgorg) para Hgino (FAREY, et al., 1978; TORRES et al., 2009;
LEOPOLD, et al., 2012; MARANHAO et al., 2013; ZHANG et al., 2020). Entretanto, para
matrizes complexas, se recorre a uma etapa prévia de digestdo assistida por micro-ondas em
sistema fechado. Portanto, a quantificacdo ocorre apds a digestdo, pois independente da
complexidade da matriz, estas técnicas apresentam a limitacdo de ndo quantificar diretamente
as espécies organicas de mercurio (SILVA et al., 2010; CAMERA et al., 2015).

Assim, neste trabalho, aplicou-se a decomposi¢do oxidativa direta utilizando
acidos minerais diluidos, para oxidar TH em mercurio inorgéanico (Hgino) cOmo
procedimento de preparo de amostra e empregou-se CV AFS, objetivando-se a
determinacdo de TH em vacinas de forma rapida e simples. Os sistemas KBr/KBrO3
(complexante-oxidante) e o KMnO4 (oxidante) foram 0s mais promissores para
decomposicdo do TH e a influéncia de varidveis quimicas na decomposicdo oxidativa
do TH como concentragéo / tipo de &cido (HCI ou HNO3), e a composic¢éo / concentracdo
dos sistemas para decomposicdo oxidativa, também foram investigadas. Por fim, apds
otimizagdo, os resultados foram comparados a digestdo assistida por micro-ondas
(método de referéncia) e o método desenvolvido foi aplicado com sucesso em diferentes

amostras de vacinas.

2.2 Objetivos especificos

a) Otimizar as condigdes instrumentais, para decomposi¢éo direta do TH;

b) Otimizar o método desenvolvido quanto aos pardmetros: concentracdo/ tipo de &cido,
composigéo/ concentragédo dos sistemas (KBr/KBrOs e 0 KMnQO4) e tempo de reacional;

c) Determinar os parametros de desempenho do método desenvolvido;

d) Aplicar o método desenvolvido em amostras de vacinas e comparar os resultados obtidos,

com a digestdo assistida por micro-ondas (método de referéncia).
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2.3 Experimental
2.3.1 Instrumentacgéo

A determinacdo de mercurio nas amostras de vacinas foi realizada utilizando um
espectrometro de fluorescéncia atbmica no modulo de vapor frio (CV AFS), modelo
PSA 10.025 Millennium Merlin (PS Analytical, Orpington, Kent, UK), conectado a um
autoamostrador (PSA 20.400). O equipamento utiliza como como fonte de radiagdo uma
lampada de catodo oco de alta intensidade (BDHCL, Boosted — Discharge Hollow Cathode
Lamps) da Photron (Victoria, Australia), com comprimento de onda de 253,7 nm. Os
parametros instrumentais e as solugcfes usadas para determinacdo de mercurio estdo
sumarizados na Tabela 2. O procedimento de mineralizacdo das amostras foi efetuado
em sistema de digestdo fechado por micro-ondas de alta pressdao, modelo ETHOS ONE
(Milestone, Sorilose, Italia), equipado com 10 rotores (SK-10) com vasos de volume
interno de 100 mL, os quais sdo constituidos de Teflon quimicamente modificado
(TEM™). As condicBes operacionais maximas de temperatura, pressdo e poténcia foram
220°C, 100 bar e 1500 W, respectivamente.

Tabela 2 — Pardmetros instrumentais empregados para determinacéo de Hgiota por CV AFS

Parametros Valores
Modo de medicéo (u. a.) Altura do Pico
Comprimento de onda (nm) 253,7
Tempo de delay (s) 15
Tempo de analise (s) 40
Tempo de memoria (S) 60
Ganho 10
Solucao redutora SnCl, (mM) 90
Gas carreador - Argoénio UHP 99.999% (mL min™) 250
Gas de secagem — Ar sintético 99.999% (mL min™) 2500
Solugéo carreadora (mL min™) 9,0
Solugéo para analise (mL min™?) 9,0
Solugdo SnCl, (mL min™) 45

Fonte: Autora, 2021.

2.3.2 Reagentes e solucdes

De forma geral, nos procedimentos experimentais empregou-se reagentes de grau
analitico de pureza provenientes da Sigma-Aldrich (USA) ou Merck (Alemanha). No
preparo das solugdes foi utilizada agua ultrapura (condutividade < 0,1 uS cm™), a partir
de purificador Master System MS2000 (Gehaka, Brazil). As solugbes de referéncia para

curva analitica foram preparadas a partir de diluic6es sequenciais da solu¢do padrao de
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mercurio inorganico (1000 mg L, Specsol® 92786-62-4, rastreabilidade NIST, EUA).
Acido nitrico 14 mol L e peroxido de hidrogénio 30% (m/m), hidréxido de sddio 0,1
mol L, biftalato de potassio 0,1 mol L? e fenolftaleina 1% (m/v) em etanol, foram
utilizadas para o procedimento de digestdo assistida por micro-ondas das amostras e
determinacéo da acidez residual dos digeridos, nesta ordem.

Para a determinacdo direta de TH, a reacdo foi processada em meio acido e
avaliou-se diferentes sistemas oxidantes: (1) KBr/KBrOs, (2) KMnOg4, os quais foram
dissolvidos diretamente em &gua ultrapura e posteriormente a acidez final foi ajustada
com HCl ou HNO3; (3) KI (200 mmol L) / KIO3 (34 mmol L) e (4) KMnO4 60 mmol
L ! diluido em H2S04 0,5 mol L™ contendo Na»S.9H,0 a 50 mmol L™ diluido em NaOH
50 mmol LY(ZHANG et al., 2018). Em todos estes sistemas, as concentracbes foram
otimizadas em estudos prévios e o0 acido ascorbico 12% (m/v) foi utilizado para remocao
do excesso do oxidante (Brz, 12 ou KMnO4) no meio reacional.

Para geracdo de vapor quimico de Hg por CV AFS nas amostras submetidas a
digestdo assistida por micro-ondas, foi empregada como solucéo carreadora HNO3z 1 mol
L. Além disso, avaliou-se a influéncia do acido formico e 2-propanol na determinagéo
direta de TH (como Hgino), utilizando HCI 2,4 mol L™* como solucéo carreadora. Neste
trabalho, as demais condi¢Bes quimicas e instrumentais foram utilizadas com base nas
recomendacdes do fabricante do equipamento (PSA ANALYTICAL, 2013) e estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa (TALL et al., 2021). Os demais parametros
analiticos foram reportados na Tabela 2.

Todas as solucdes utilizadas neste trabalho foram preparadas diariamente, exceto
a solucéo estoque de TH (50 mg L), a qual foi preparada mensamente e armazenada a
4°C. Os materiais de polietileno e vidrarias utilizados, foram submetidos a um sistema
rigoroso de depuracdo e mantidos por um periodo de 24 h, em solu¢do de HNO3 1 mol
L1, posteriormente lavados com &gua ultrapura e a secagem foi realizada a temperatura

ambiente.

2.3.3 Determinacéo de TH em vacinas por CV AFS

Para determinacdo de TH, as amostras de vacinas (100 uL) ou solugbes de referéncia
foram diluidas com HCI 2,5 mol L™, apresentando acidez final de 0,6 mol L. Na oxidagdo
do composto organico de mercurio pelo sistema (1) adicionou-se 0,50 mL da mistura
KBr/KBrOs (100 e 17 mmol L™, respectivamente) em seguida, a solucio foi homogeneizada,

e aguardou-se 5 min a temperatura ambiente (25°C) (Figura 3a). Por fim, foi adicionado 20 pL
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de &cido ascorbico 12% (m/v) para remover o excesso de Br do meio reacional, sendo o volume
final ajustado para 25 mL com agua ultrapura. Enquanto, para o sistema (2) adicionou-se nas
amostras ou solugdes de referéncia 1,0 mL de KMnO4 30 mmol L e ap6s 5 min; 200 pL de
acido ascorbico 12% (m/v). Em seguida, o sistema foi avolumado para 25 mL com agua
ultrapura (Figura 3b). Os sistemas 3 e 4, ndo apresentaram eficiéncia de oxidagdo do TH a Hgino,
em ambos 0s sistemas ocorreu consumo do agente oxidante, portanto, nos ensaios subsequentes,

apenas 0s parametros reacionais para os sistemas 1 e 2 foram avaliados.

Figura 3 - Etapas de preparo de amostras para decomposicao direta do TH em vacinas, aplicando 0s
sistemas (1) e (2) para determinacéo do mercurio por CV AFS.

a) = b)

Volume final
25,0 mL

Volume final

Adicio 500 pL. Adigio 20 pL. 25.0 mL Adigio 1,0 mL Adig¢do 200 ulL

Acido ascorbico
12% (m/v)

acido ascorbico
12% (m/v)

KBr/KBrO, KMnO,

1 r Amostra + " .
Amostra + ] @ 5 min HCI 2.5 mol L @ 5 min
HCI 2,5 mol ™' Tempo reacional Tempo reacional

Fonte: Autora, 2021.

2.3.4 Digestdo das amostras de vacina por micro-ondas (método de referéncia) para
determinacdo de TH por CV AFS

O protocolo de digestdo para decomposi¢cdo do TH nas amostras de vacina,
consistiu na transferéncia de 0,50 mL de cada amostra para 0s vasos de reagdo, seguido
de 5,0 mL de HNOs (14 mol L), 3,0 mL de H202 30% (m/m) e 3,0 mL de agua
ultrapura. Para cada amostra de vacina o procedimento foi realizado em triplicata (n =
3), além disso, trés solucdes do branco analitico foram preparadas. Apés adicdo dos
reagentes, os reatores foram fechados e inseridos no rotor do equipamento, e assim, o
programa de aquecimento foi iniciado (Tabela 3). Finalizada a etapa mencionada, 0s
reatores foram mantidos sob ventilagdo por 20 min e posteriormente abertos. A solucéo
resultante, foi transferida para bal@es volumeétricos e avolumada com &gua ultrapura para
25 mL.
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Tabela 3 - Programa de aquecimento para digestdo em sistema fechado para as amostras de
vacinas por radiacdo micro-ondas.

Etapa Tempo(min) Poténcia (W) Temperatura (°C)
I 15" 700 aTA -130
I 20" 700 130
Il 15" 1000 130 - 180
v 20" 1000 180

aTA = temperatura ambiente // *"Tempo de rampa de aquecimento / ““Tempo de patamar
Fonte: Autora, 2021.

A acidez residual foi determinada por volumetria acido-base, utilizando solugéo
padronizada de NaOH (0,0903+0,0005 mol L) e fenolftaleina 1% (m/v) como indicador
visual. Para determinacao do analito por CV AFS, dilui¢cdes sequenciais foram realizadas
para adequacdo da concentracdo final de mercdrio total nas curvas analiticas (0,5 - 20
ug L), e para compatibilizagdo da concentragdo de acido nas amostras digeridas e nas
solugdes padrdo da curva analitica foi utilizado HNOs 1 mol L. Por fim, a limpeza dos
vasos de digestdo foi realizada com 10 mL de HNO3 7 mol L™ no sistema micro-ondas,
por 5 min na temperatura de 180°C, em seguida, permaneceram por no minimo 12 h
imersos em solugdo de HNO3 1 mol L™t (método overnight), antes de um novo ciclo de
digestdo (BIZZlI et al., 2011).

2.3.5 Amostras de vacinas

As amostras de vacinas foram doadas por unidades basicas de satde do sistema
brasileiro (Jequid da Praia, Alagoas, Brasil) e pela coordenagdo de imunizagdo da
secretaria municipal de saude (Campina Grande, Paraiba, Brasil), as quais foram
mantidas sob refrigeracéo (4°C), de acordo com as especificacdes do fabricante, durante
o0 transporte e armazenamento. As vacinas utilizadas para otimizacédo e validacdo do
método foram: hepatite B; difteria e tétano (dT); pentavalente; influenza e triplice viral
(Tabela 4). As concentragdes de TH declaradas variaram de 4 a 100 mg L™ nas amostras
analisadas, com excecdo da vacina triplice viral, na qual indicava auséncia deste

conservante.
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Tabela 4 - Caracteristicas das amostras de vacinas analisadas e respectivas concentracdes de TH
declaradas pelo fabricante.

N° Sample TH declarado (mg L)

1 Hepatite B: Vacina contra Hepatite B (Recombinante) 100

2 DT: Vacina adsorvida Difteria-tétano 100

3 DTP/Hib/HB: Vacina adsorvida difteria, tétano, pertussis, 50
Haemophilus influenza b e hepatite B (conjugada)

4 Influenza: Vacina influenza (fracionada, inativada) 4

5  Triplice viral: Vacina sarampo, parotidite e rubéola. ausente

Fonte: Autora, 2021.
2.3.6 Tratamento estatistico dos dados

Todos os resultados experimentais foram expressos em termos de média e desvio padrao
realizados em triplicata (n = 3). Para avaliacdo da linearidade e validacao das curvas analiticas,
foram empregados o teste de Levene modificado (BROWN e FORSYTHE, 1974), significancia
da regresséo e falta de ajuste. Os resultados, quando necessério, foram avaliados aplicando-se
andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de

95% para as avaliacdes estatisticas.

2.4 Resultados e Discussao
2.4.1 Estudos preliminares

Os ensaios preliminares deste trabalho foram realizados, objetivando otimizar as
condi¢des experimentais relacionadas a decomposicdo direta (método proposto) e digestdo
assistida por micro-ondas (método de referéncia) e os pardmetros instrumentais para

determinacédo de Hgotal Nas amostras de vacinas por CV AFS (Apéndice A).

2.4.2 Avaliacéo da oxidacao de TH por micro-ondas (método de referéncia)

O método de digestdo assistida por micro-ondas foi utilizado como procedimento de
referéncia, para estabelecer comparativamente a eficiéncia de oxidacdo de TH a Hgino € 0S
pardmetros de desempenho para validar os métodos. Previamente a analise das amostras de
vacinas, a eficiéncia do procedimento de digestdo do analito foi avaliada, empregando sistema
pressurizado de decomposi¢do induzido por micro-ondas. Assim, utilizou-se solucdes de TH
(50 mg L) e composicdes distintas da mistura oxidante composta por HNO3 e H20,, conforme

apresentado na Figura 4, mantendo-se o programa de aquecimento constante (Tabela 3).
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Figura 4 - Comparacéo do sinal analitico apés digestdo por micro-ondas da solucéo de TH (20 pg L),
utilizando diferentes composi¢des de misturas oxidantes (HNOs / H,07) (n = 3).

=
NS
o
S

<
= 1200
e T
(&} T T
& 1000 1
8
S 800
3
'S 600
2 1 2 3 4
S 400
b=
g 2004
E
0 . . . .
8/0 71 6/2 5/3
HNO3 / Hy0, (mL)

Fonte: Autora, 2021.

O sinal analitico (intensidade de fluorescéncia) para as diferentes condi¢Ges avaliadas
(Tabela 5) foi de 1087 + 76, apresentando desvio padrdo relativo (RSD) de 7,1% (Figura 4),
ndo sendo observado diferenca estatistica entre as condi¢des, aplicando-se ANOVA One Way

a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 5 - Acidez residual de solugdes digeridas de TH utilizando micro-ondas em sistema fechado.
Os resultados referem-se a analise de 100 pL do branco analitico das diferentes composicdes (n = 3).

Condicéo Volume HNO3s/H,0; (mL) Acidez Residual (mol L)
1 8/0 4,23+ 0,30
2 711 3,90 £ 0,05
3 6/2 3,38 £ 0,09
4 5/3 2,82 +0,10

Fonte: Autora, 2021.

Como esperado, a acidez residual variou em funcdo do volume de HNO3 presente em
cada sistema (Tabela 5). Desta forma, para digestdo assistida por micro-ondas das amostras de
vacinas contendo TH, selecionou-se a condig&o contendo 5 mL de HNO3 (14 mol L) e 3 mL
de H.0; (30% m/m), a qual apresentou uma acidez residual final de 2,82 + 0,10 mol L. A
condigéo selecionada apresentou baixo erro relativo e menor acidez residual, a qual foi mantida
na compatibilizacao das curvas analiticas. Esta condi¢do permite obter uma digestdo com baixa
acidez, levando a reducéo de interferéncias, ao mesmo tempo em que proporciona ganhos de
deteccdo (KORN, et al., 2008). Por fim, para esta condi¢éo, o processo de oxidacéo foi eficaz,
considerando a referéncia (100%), ou seja, 0 método comparativo de digestdo assistida por
micro-ondas. Portanto, a eficiéncia de oxidacdo de TH para Hgin, foi calculada pela
comparacao dos sinais analiticos associados aos procedimentos propostos (sistemas 1 e 2) com

os obtidos pelo método de preparagdo da amostra de referéncia (Figura 4, condigdo 4).
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2.4.3 Avaliacéo dos sistemas oxidantes

A oxidagdo do TH a mercurio inorganico (Hgino) foi avaliada frente a quatro sistemas
oxidantes: (1) KBr/KBrOz; (2) KMnOgs; (3) KI/KIO3 e (4) Na2S/IKMnOQg. Para os sistemas (3)
e (4) as oxidacOes ndo foram quantitativas (< 5%). Logo, estes sistemas ndo foram considerados
em etapas posteriores do processo de otimizacdo. Portanto, foi avaliada a influéncia da
concentracdo dos reagentes para os sistemas (1) e (2) quanto a eficiéncia na oxidacdo do TH e

na sensibilidade do método proposto (Figura 5).

Figura 5 - Avaliacdo da concentracdo dos sistemas oxidantes (KBr/KBrOs; e KMnQs) na sensibilidade
analitica e eficiéncia da oxidacdo de TH a Hgino. Condi¢des experimentais: SnCl, 90 mmol L (solucédo
redutora) e HCI 2,40 mol L (solugdo carreadora). As curvas analiticas (n > 5) apresentaram r > 0,99.
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Fonte: Autora, 2021.

A sensibilidade do método apresentou relagdo inversamente proporcional a varia¢éo da
concentracdo de KBr/KBrOs (sistema 1), possivelmente devido a formacdo do ion complexo
[HgBrs]* (logps = 21,89) em meio aquoso (SMITH e MARTELL, 1976). A maior concentragio
do ligante (Br)) no meio, associado a elevada constante de formacdo do complexo, leva a
reducéo da concentragdo de Hg(ll) livre para reducéo a Hg®, influenciando na geragéo do vapor
quimico. A eficiéncia de oxidacdo de TH a Hgino Variou de 83 a 89%. Assim, selecionou-se a
condigdo com a menor concentracio do sistema oxidante, correspondente a KBr 2 mmol Lt e
KBrOsz 0,34 mmol L. De forma similar, quando se empregou 0 KMnO4 como oxidante
(sistema 2), a menor concentracdo do reagente também proporcionou a melhor condi¢do de
sensibilidade e eficiéncia de oxidacdo do composto organomercural (98%). Este perfil, pode
estar relacionado a estabilizagio do complexo formado com o analito [HgCls]? (logBs = 16,2)
(SMITH e MARTELL, 1976) em meio acido (HCI), pois maiores concentracfes do oxidante
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podem levar a reagOes de precipitacdo (formacgéo de MnO>) (TORRES et al., 2009), reduzindo
assim a concentracao do Hg(ll) no meio, e a intensidade do sinal de fluorescéncia. Portanto, a
concentragdo de 1,2 mmol L™ de KMnO; foi selecionada, para estudos subsequentes.

Para verificar se 0 Hgino estava presente nos diferentes sistemas reacionais, varias
solucdes foram avaliadas (TH, etilmercurio e vacina), com e sem aplicacdo de sonicagéo,
compatibilizando-se os procedimentos analiticos deste estudo, conforme apresentado na

Figura 6.

Figura 6 - Avaliacdo de sinais analiticos empregando os sistemas oxidantes (1 e 2) e sonicacdo para
determinacdo de mercurio total em diferentes solugdes padrdo (Hg(ll), TH e etilmercdrio) e
determinacdo de TH em vacinas. Em todos os sistemas avaliados, a concentracao total de mercurio foi
ajustada para 15 pg L* (n = 3), exceto as solugdes do branco.
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Fonte: Autora, 2021.

Assim, uma vez que os sinais analiticos para as solugdes de etilmercuario, TH e amostra
de vacina contra hepatite B (Figura 6) na auséncia dos sistemas oxidantes (1 e 2, e com ou sem
procedimento de sonicacdo) foram semelhantes a referéncia analitica (sinal do branco),
verificou-se que o mercurio presente estava na forma organica. Além disso, foi demonstrado
que o TH em meio aquoso foi estavel por até 15 dias, sem a geracdo de etilmercurio e acido
salicilico no meio (SANTOS et al., 2018).

2.4.4 Influéncia do acido (HCI ou HNOs3) na determinacéo de TH

O efeito da concentragdo do acido (HCI ou HNO3) na oxidagdo do TH a Hgino, foi
avaliado usando trés niveis de concentracdes do analito (5, 10 e 20 ug L™), conforme

apresentado na Tabela 6, para o sistema KBr/KBrOz. Os resultados indicaram que a oxidacao
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de TH a Hgino foi eficiente (Figura 7A e B), pois estavam de acordo com os dados do método
de digestdo assistida por micro-ondas (método de referéncia), além disso, a variacdo da
concentragio de Hgino apresentou RSD + 20%. Quando se empregou HCI de 0,2 a 0,8 mol L™
a eficiéncia de oxidacdo do TH a Hgino variou de 75 + 6 a 105 £+ 3% (n = 3) (Figura 7A). Quando
a concentracdo de HCI foi fixada ndo houve influéncia na oxidacdo do TH a Hgino, em relagao
as diferentes concentracdes do analito aplicando ANOVA (95% de confianca). No entanto, a
melhor condicdo de sensibilidade foi alcangada em maiores concentracGes de HCI. Assim, a
concentragdo de 0,6 mol L foi selecionada para experimentos subsequentes. Nesta
concentracdo de HCI, a porcentagem de oxidacao de TH para Hgino foi de 97% em comparagéo

com o método de referéncia (digestdo assistida por micro-ondas).

Tabela 6 - Avaliacdo da influéncia da concentracéo dos acidos (HCIl e HNO3) para os sistemas oxidantes
(KBr/KBrO3; e KMnQy) quanto a eficiéncia de oxidacdo de TH para Hgino. CondicGes experimentais:
SnCl; 90 mmol L™ (solucéo redutora) e HCI 2,40 mol L* ou HNOs 1 mol L (solugdo carreadora).

Condicdo Acido Concentragdo (M) Sistema “Eficiéncia Oxidacéo (%)
1 HCI" 0,2-0,8 75-105
2 HNO; 0,06 - 0,7 KBr /KBrO 66 - 95
3 HCI 0,6 98+4
4 HNO; 0,06 - 0,7 KMnO, 10 - 22

*Para [HCI] <0, 2 M, ndo houve oxidagdo de TH a Hgino.
**Calculada com base no procedimento do método de referéncia (digestdo assistida por micro-ondas)
Eficiéncia de oxidacdo quantitativa (valores entre 80 e 120%)

Fonte: Autora, 2021.

O efeito da concentragéo final de HNO3 (0,06 a 0,8 mol L), também foi avaliado para
o sistema KBr/KBrOg, mantendo-se a concentracdo de TH constante em 20 ug L™ (Figura 7B).
A eficiéncia de oxidacdo de TH a Hgino foi quantitativa quando se utilizou HNO3z de 0,06 a 0,18
mol L™ (92 + 4 a 95 + 7%), levando a uma eficiente geragdo de vapor quimico. Assim, para a
concentragdo de HNOs 0,18 mol L™, a porcentagem de oxidagao de TH para Hgino foi de 90%
em comparagdo com o procedimento de digestdo assistida por micro-ondas. No entanto, para
este acido, 0 aumento da concentracdo proporcionou uma reducao na sensibilidade, o que pode
estar relacionado a geracdo de espécies supressoras no processo de formagéo do vapor quimico,
levando a reducéo da intensidade do sinal analitico (SILVA et al., 2010; NUNES et al., 2005).

Adicionalmente, o efeito da concentracdo de HCl e HNO3 foi avaliado para o
KMnOs como sistema oxidante (Tabela 6). Para oxidagcdo TH a Hgino, 0S melhores
resultados foram obtidos com HCI, apresentando oxidagdo mais efetiva do analito,
tendendo a completude, assim, este acido foi selecionado para 0s experimentos

subsequentes com o oxidante (sistema 2).



62

Figura 7 - Comparacdo da eficiéncia de oxida¢do do TH a Hgino € avaliacdo da concentracdo e tipo de
acido [(A) HCI ou (B) HNOg3] na determinacdo de TH. Condigdes experimentais: sistema oxidante
KBr/KBrOs (2/0,34 mmol L), solugdes SnCl, 90 mmol L (solugdo redutora) e HCI 2,40 mol L ou
HNO; 1,0 mol L (solugdes carreadoras) (n = 3).
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Fonte: Autora, 2021.

2.4.5 Efeito do solvente e cinética reacional

A adicdo de acido formico e 2-propanol na solucdo &cida carreadora nas
concentracdes (5, 10 e 20% v/v) foi avaliada, uma vez que tem sido reportado na
literatura, 0 aumento da sensibilidade analitica para o mercurio na presenca de solventes
organicos, empregando diferentes técnicas espectrométricas atbmicas (POHL et al.,
2019; XIAO et al.,, 2013; SHEKHAR, 2012; KORN e OLIVEIRA, 1998). Para esta
avaliacdo, inicialmente, selecionou-se a concentracdo 10% (v /v) para ambos os solventes,
para construcdo das curvas analiticas, a qual € relatada como concentragdo 6tima em estudos

abordados na literatura (VIEIRA et al., 2007; SANTOS et al., 2010; WU et al., 2012).
(Figura 8).
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Figura 8 - Influéncia de solventes organicos na sensibilidade do método proposto. Condicdes
experimentais: solucdo padrao Hg(ll), HCI 0,6 mol L, sistema oxidante KBr/KBrOs (2/0,34
mmol L), 20puL &cido ascérbico 12% (m/v), solucdes SnCl, 90 mmol L (solucéo redutora) e
HCI 2,40 mol L (solucdo carreadora).
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Fonte: Autora, 2021.

Observou-se que a sensibilidade na presenca de acido formico néo foi alterada em
relacdo ao sistema sem adicdo do solvente, sendo estatisticamente equivalente, contudo,
na presenca de 2-propanol houve uma reducdo de 40% da sensibilidade. A influéncia
dos solventes na eficiéncia de oxidacdo de TH a Hgino também foi avaliada, para a técnica
CV AFS (Figura 9).

Figura 9 - Efeito da adicdo de solventes organicos na eficiéncia de oxidacdo do TH a Hgino.
CondicGes experimentais: Solugdo TH 20 pg L%, HCI 0,6 mol L%, sistema oxidante KBr/KBrOs
(2/0,34 mmol L?), 20uL acido ascorbico 12% (m/v), solugées SnCl, 90 mmol L (solugédo
redutora) e HCI 2,40 mol L-* (solugéo carreadora).
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Observou-se que independente do solvente empregado as oxidagbes foram
quantitativas, variando de 102 a 110% (acido formico) e 108 a 114% (2-propanol)
(Figura 9), enquanto, para o sistema controle (sem solvente) obteve-se 107 + 4%. Logo,
0s solventes organicos ndo foram empregados no desenvolvimento do método proposto,
visando a determinacgdo de TH (como Hgino). Estes estudos foram realizados apenas para
o sistema (1), contendo KBr/KBrOsz, uma vez que ndo se obteve ganho na sensibilidade.

Por fim, a cinética do processo de oxidacdo TH a Hgino Na presenca dos agentes
oxidantes foi avaliada (1, 3 e 5 min), antes da adi¢cdo de acido ascérbico. Independente
do sistema oxidante (1 ou 2), a eficiéncia de oxidacdo foi quantitativa (valores entre 80%
e 120%) para todos os tempos. Contudo, o tempo de 5 min, foi selecionado, considerando
a maior complexidade das amostras de vacinas (proteinas, gel de sais de aluminio,
estabilizantes, emulsificantes, conservantes e diluentes), com a presenca de outras espécies
organicas e inorgénicas no meio. Ressalta-se que em amostras de aguas naturais e
efluentes, para determinacédo de mercurio, tem-se empregado tempos similares (FAREY
etal., 1978; ZHENG et al.,2019).

2.4.6 Parametros de desempenho e curva analitica

Inicialmente, a sensibilidade do método foi avaliada em funcdo das curvas analiticas
preparadas com diferentes concentracdes dos padrbes de Hgino € TH. Este procedimento foi
realizado para avaliar as condigdes mais adequadas para aplicagdo do método proposto. Para o
sistema oxidante (1) KBr/KBrOz em HCI 0,6 mol L™, as sensibilidades foram estatisticamente
equivalentes, e a variacdo maxima do slope foi 3,7% quando se comparou as diferentes espécies
de mercurio utilizadas (Figura 10). Todavia, para o sistema oxidante (2) KMnO4 em HCI 0,6
mol L™, obteve-se maior sensibilidade empregando solugdes de TH (22% maior) em relagio a
curva com padréo de Hgino. Apesar desta diferenga, independente da solucdo padréo utilizada,
para construgdo das curvas analiticas, as conversdes de Hgorg (TH) para Hgino sSempre foram
guantitativas nas condicdes otimizadas. Portanto, visando simplificar o procedimento optou-se

por construir as curvas analiticas com solucao padréo de Hgino.



65

Figura 10 - Sensibilidade do método proposto utilizando diferentes espécies de mercurio (Hg(I1)

e TH) (n=23). .
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Fonte: Autora, 2021.

Para as curvas selecionadas, construidas com o padrdo de mercario inorganico, o
modelo de regressdo obtido, foi avaliado pelo teste de Levene modificado para os sistemas 1 e

2 e para o sistema de digestdo assistida por micro-ondas (método de referéncia) (Tabela 7).

Tabela 7 - Teste de homocedasticidade das variancias para as curvas analiticas empregando diferentes
métodos. Sistemas (1), (2) e digestdo assistida por micro-ondas (método de referéncia) (n = 7).
Graus de liberdade Quadrado da média

A a b
Método Efeito Erro Efeito Erro F P
Sistemal 7 16 2152,7 3037,2 0,7088 0,6656
Sistema 2 5 12 984,9 667,2 1,4762 0,2682
Micro-ondas 5 12 75,6 188,8 0,4003 0,8394

Feritico(5;12) = 3,106 // ¥Fcritico(7;16) = 3,106// "o = 0,05.
Fonte: Autora, 2021.

Conforme observado (Tabela 7), os resultados obtidos para os sistemas (1), (2) e método
de referéncia confirmaram para um nivel de significancia a = 0,05 (nivel de confianga de 95%),
que para todo intervalo de concentracdo avaliado, as variancias das curvas analiticas ndo
apresentaram diferencgas significativas (p > 0,05). Assim, o comportamento homocedastico foi
comprovado, indicando relagéo linear entre a intensidade de fluorescéncia (IF) e a concentragao
de Hgino (CHQ). Testes de significancia de regressdo e desvio da linearidade foram realizados
por meio de analise de variancia (ANOVA) (SILVA et al., 2016) para validacdo das curvas
analiticas (Tabela 8).
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Tabela 8 - ANOVA para 0 modelo linear obtido para 0 método proposto (sistemas 1 e 2) e método de
referéncia (digestao assistida por micro-ondas).

Método Fonte de variacdo a5Q bGL ‘MQ IF
Modelo 5783990 1 5783990 1509,6337
Residuo 84290,5 22 38314
KBr/KBrO:  Lolta de ajuste 15001,9 6 2500.3 0,5774
Erro puro 69288,6 16 4330,5
Modelo 2574890 1 2574890 1961,9962
KMnO. Residuo _ 20998,1 16 1312,4
Falta de ajuste 939,6 4 234,9 0,1405
Erro puro 20058,5 12 1671,5
Modelo 2518600 1 2518600 6765,5
Micro-ondas Residuo _ 5956,3 16 372,3
Falta de ajuste 2341,3 4 585,3 1,943
Erro puro 3615,0 12 301,3

35Q: soma dos quadrados // °GL: graus de liberdade // °"MQ: média dos quadrados.
chr[tico(l; 22) = 4,30//chritico(6;16):2,74 1 chritico(l;16)24,49//chritico(4;12):3,26.
Fonte: Autora, 2021.

Para todos os métodos, 0 modelo de regressao linear obtido foi adequado (Fcal > Feritico),
constatando-se regressdo significativa, além disso, ndo foi evidenciado falta de ajuste para as
curvas analiticas (Fca < Feritico), para um nivel de 95% de probabilidade. Assim, o modelo linear
foi considerado valido para a estimativa das concentracdes de Hg em amostras de vacinas por
CV AFS (RIBEIRO et al., 2008; LIMA et al., 2020)

Por fim, os pardmetros de desempenho do método, empregando os sistemas (1) e (2) e
0 método de referéncia foram determinados, utilizando a solucéo padrdo de Hgino (Tabela 9).

Tabela 9 - Parametros de desempenho do método proposto e método de referéncia para determinagédo
de mercurio por CVAFS.

Parimetro Sistema oxidante Micro-onda§ (método
(1) KBr/KBrOs (2) KMnO, de referéncia)

aCurvaanalitica (n = 7) IF = g%(?izi?);:m + IF= ‘féi(i)f)CHg +  IF= 11072éi( i)g)CHg +
Coeficiente de correlacdo, r 0,9991 0,9999 0,9988
Faixa de trabalho (ug L™?) 0,5-20 0,5-20 0,5-20
PLOD (ug LY) 0,020 0,020 0,10
‘RSD, % (n = 10)

25pugLtO 3,16 4,59 4,76

15ug L@ 0,97 1,93 8,17

8As equagdes de regressdo associadas as medidas de intensidade da altura de pico (IF) e concentragdo de Hg (ug L)
foram descritas pela equacdo: IF = (inclinagdo)xCrg + (intercepto), com Cng sendo a concentragdo de Hgino (ug L). 20O
limite de detecc¢éo (LOD) foi calculado como 3xsp /'S, sp sendo o desvio padrdo para medi¢des do branco analitico (n =
10) e S (inclinagdo da curva analitica). “O desvio padrdo relativo (RSD) correspondente a dez medicOes independentes
(n = 10) de uma solugdo de referéncia de Hgino para as concentracdes de 2,5 e 15 ug L%

Fonte: Autora, 2021.
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De modo final, os parametros de desempenho para ambos os sistemas oxidantes (1 ou
2) apresentaram valores estatisticamente semelhantes, sendo considerados equivalentes, e com
base nos valores LOD (3c) = 20 ng L, e RSD < 5%, 0 método provou ser sensivel e preciso
para quantificar Hgino (ou TH). Ademais, os sistemas 1 e 2 do método desenvolvido
apresentaram menor LOD e RSD em relagio ao método de referéncia LOD (3c) = 100 ng L,
e RSD < 8,17% (Tabela 9). Os pardmetros validados e aplicabilidade do método desenvolvido
foram comparados com diferentes estratégias analiticas reportadas na literatura (Tabela 10), as

quais determinaram TH em amostras de vacinas, aplicando diferentes técnicas analiticas.



Tabela 10 - Caracteristicas analiticas de diferentes metodologias para determinacéo de TH em vacinas em relacdo ao método proposto.
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aTecnica Prenaro de amostra ®Tipo de vacina analisada ;/n?:)u;[?: RSD LOD Recuperagéo Referéncia
analitica P (quantidade analisada) (L) (%) (ng L) (%)
ELCAD AES Diluicéo Hepatite B (1) 200 <500 25 o S HET;)?S etal.
Adicdo de &cido férmico S
x Antirrabica (3), DT(1), i SANTOS et al.
ICP OES ? gera(;,ao_de vapor Hepatite B (1) e Influenza (2) 500 2,90 0,30 93-102 (2010)
otoquimico
Descarga em barreira S
DBD-PIV-AFS dielétrica induzidapor ~ /\nurrabica (1), DT (1)e c_ 2,50 0,03 943-100 WU etal. (2012)
Hepatite B (3)
plasma
Adicdo de acido formico s .
PVG-DBD-OES e geracio de vapor Antirrabica (1), Hepatite B (3) o 0,99 0,17 c. HE et al. (2012)
f A e Influenza (2)
otoquimico
DP AdSV - D (1), d (1), DT (1) and DTP ] PIECH et al.
Hg(Ag)FE Sonicacao ). 40 2,20 0,36 99 - 105 (2016)
CV AFS Oxidacio com FeCls 'ar)‘“”ab'ca (4) e Hepatite B c_ 2,80 0,02 96-103,4 XU etal. (2018)
Fotodegradag&o PEDROZO-
SWV (UV) g ¢ Influenza (2) 100 3,20 340 919-924 PENAFIEL et al.
(2020)
Oxidacio com DT (1), DTP/Hib/HB (1),
¢ Hepatite B (1), Influenza (1) e 100 3,14 0,02 80,1 - 106,0
KBI/KBIO; Triplice viral (1)
CV AFS DT (1), DTP/HIb/HB (1), Este trabalho
Oxidagdo com KMnO. Hepatite B (1), Influenza (1) e 100 459 0,02 92,5-101,1

Triplice viral (1)

aTécnicas: ELCAD AES: Espectrometria de emissdo atbmica com descarga eletrolitica de catodo brilhante; ICP OES: Espectrometria de emisséo optica com plasma indutivamente acoplado; CV
AAS: Espectrometria de absorcdo atdmica por vapor frio; DBD-PIV-AFS: Descarga em barreira dielétrica-induzida & vaporizacdo por plasma acoplada a espectrometria de fluorescéncia
atdmica; PVG-DBD-OES: Geragdo de vapor fotoquimico acoplado a espectrometria de emissdo optica com descarga em barreira dielétrica; DP AdSV Hg(Ag)FE: Voltametria de pulso
diferencial com eletrodo & base de prata com filme de mercrio; CV AFS: Espectrometria de fluorescéncia atdmica por vapor frio; SWV: Voltametria de onda quadrada. "Tipo de vacina:
DT = Vacina adsorvida tétano-difteria; D = Vacina pediatrica adsorvida contra difteria; d = Vacina adsorvida contra difteria para adolescentes e adultos; DTP = Vacina adsorvida difteria-
tétano-coqueluche.; DTP/Hib/HB = Vacina adsorvida difteria, tétano, pertussis/ Haemophilus influenza b/ Hepatite B (conjugada). °Nao informado.

Fonte: Autora, 2021.
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No método proposto, a rea¢do quimica para a decomposi¢do do TH foi rapida e eficiente
e proporcionou recuperacdes quantitativas sem interferéncia significativa da matriz. Além
disso, foi desnecessaria a utilizacdo de acidos concentrados, alta temperatura/pressao, além de
instrumentacdo especifica, como a utilizada nos métodos convencionais de digestdo assistida
por micro-ondas (método de referéncia). Adicionalmente, o método proposto foi preciso para
determinacdo de TH em vacinas com LOD e RSD, semelhante a outras técnicas de geracao de
vapor quimico, apresentando simplicidade no preparo de amostras utilizando acidos diluidos.
Por fim, foi realizada uma comparacdo geral dos principais parametros avaliados para 0 método
proposto e 0 método de referéncia (digestao assistida por micro-ondas) e os resultados obtidos

estdo detalhados na Tabela 11.

Tabela 11 - Comparacdo geral dos parametros obtidos para os sistemas 1 e 2 e digestdo assistida por
micro-ondas.

Sistema oxidante Digestdo assistida por micro-

Parametros Unidade ondas
KBr/KBrO; KMnO., (método de referéncia)

Amostra
Volume de vacina puL 100 100 500
Reagentes
Concentragdo sistema
Solugdo TH ug Lt 20 20 20
Complexante/oxidante mmol L1 2/0,34 1,2 -
HCI mol L 0,6 0,6 -
HNO; mol L 0,2 0,2 14
H20, m/m (%) - - 30
Volume de acido ascorbico uL 20 200 20
Tempo reacional min 5 5 70
Geragao de vapor quimico
Concentracdo solucdo
Carreadora HCI mol L 2,4 2,4
Carreadora HNO3 mol L - - 1
Redutora SnCl, mmol L! 90 90 90

Fonte: Autora, 2021.

2.4.7 Analise das amostras de vacinas

A avaliagdo do efeito de matriz foi realizada por meio de ensaio de recuperacdo em
cinco amostras de vacina pela adi¢ao de padrdo em trés niveis distintos de concentra¢es de TH
(5,10 e 20 pg L1). A utilizagdo de 100 ou 500 pL das amostras de vacinas ndo afetou a precisao
do método proposto (oxidagdo direta), uma vez que, 0 RDS < 5%. Assim, 0 menor volume de
amostra foi utilizado para as analises das amostras. As recuperagdes obtidas foram quantitativas
no intervalo de 80,1 a 106% para o sistema (1) e de 92,5 a 101% para o sistema (2) (Tabela 12),

evidenciando a oxidacgéo efetiva do TH a Hgino, em uma matriz heterogénea e complexa. Em
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seguida, comparou-se o0s resultados obtidos empregando a oxidacao direta com &cidos diluidos
com aqueles provenientes da digestdo assistida por micro-ondas (MW) em sistema fechado
(Tabela 12). As concentracgdes de TH obtidas para as vacinas pelo método de preparo de amostra
de referéncia (MW) comparadas ao método proposto (KBr/KBrOz e KMnOs) foram
equivalentes (ANOVA, Fca= 0,078 < Feritico = 3,49) a um nivel de confianca de 95%. Além
disso, considerando as diretrizes da WHO (2014), para analises quantitativas de conservantes
em vacinas, as quais preconizam que as concentracdes determinadas estejam no intervalo de 85
a 115% do valor estabelecido, confirmou-se a eficacia do método aplicado. Adicionalmente,
destaca-se que, independentemente da metodologia utilizada, os valores obtidos foram
concordantes com as quantidades declaradas pelos fabricantes. Por fim, o método proposto
apresentou resultados consistentes e potenciais para aplicacdo no controle de qualidade de

imunobiolégicos e outras matrizes que contenham TH.
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Tabela 12 - Ensaios de recuperacdo, comparagdo com procedimento de referéncia e determinacdo de TH em amostras de vacinas pelo método proposto. Todas
as analises foram realizadas em triplicata (n = 3). O procedimento de referéncia empregado foi a digestdo assistida por micro-ondas (MW).

TH(ugL™ TH(mgL™)
- Recuperacdo Recuperado
Amostra Adicionado Recuperado Este trabalho MW acina
KBr/KBrOs KMnO4 KBr/KBrOs KMnQOq KBr/KBrOs; KMnQOq
- 8505 89+11 - - 88,9+112 852+53 1085+0,1 100
1 5 11,7 +.0,3 138+0,1 86,6 £2,5 995+1,0
10 16,6 +0,2 18,1+1,0 89,8+1,3 958+5,5
20 228+1,0 26,704 80,1 +3,6 925+15
- 10,3+0,4 9,4+0,3 - - 939+2,6 103,3+4,0 1053+12,1 100
5 5 15,3 +0,01 144+1,0 104,2+0,4 100,1 £ 0,6
10 20,3+0,3 194 +1,3 92,2 +0,01 100,2 + 6,8
20 30,3+0,9 27,6 £0,3 106,0 £ 0,3 94,1+0,9
- 9,8+0,4 10,2+0,1 - - 51,1+0,5 491+2,0 59,0 +8,1 50
3 5 148 +0,2 146 +0,4 93,3+0,4 959+3,0
10 19,8 +0,6 20,3+0,2 89,5+0,2 100,4+1,2
20 29.8+0,4 30,5+0,6 87,9+0,6 101,1 £2,2
- 9,2+05 8,0+0,1 - - 3,2+0,04 3,7+0,2 4,1+0,02 4
4 5 142+0,4 125+0,5 98,9+0,5 96,1 +4,0
10 192+1,3 17,1+0,2 99,8 +0,4 951+1,1
20 292+16 26,3+0,7 96,2+1,3 938+24
- <LOD <LOD - - <LOD <LOD <LOD ausente
5 5 46+0,1 49 +0,03 92,1+2,3 98,7+4)9
10 99+04 9,3+0,2 99,3+3,8 92,9+ 0,8
20 184 +1,1 186+1,0 91,8+5,5 93,1+34

@Concentragio declarada.
Fonte: Autora, 2021.
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2.5 Conclusao

Foram propostas duas estratégias analiticas rapidas e simples para decomposi¢do e
determinacdo de TH em vacinas. Os sistemas oxidantes contendo KBr/KBrOsz; e KMnO4/HCI
apresentaram resultados concordantes com o método de referéncia (digestdo assistida por
micro-ondas), permitindo a determinagdo da concentracdo de Hg total por CV AFS nas
amostras de vacinas, sem a necessidade de tratamentos adicionais. Dessa forma, os resultados
obtidos para o método proposto, mostraram-se eficientes para a determinacdo de TH em
amostras de vacinas, com excelente precisdo e exatiddo, bem como, apresentou limite de
quantificacdo adequado para os niveis de concentracfes frequentemente encontrados em
matrizes farmacéuticas que contém este conservante, demonstrando viabilidade para analises

de rotina e prospectivamente podendo ser aplicado em outras matrizes biolégicas.
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quantitatve oxdation 1o Hg,,. The method presented high senstvity under cptmized conditions with
SO0 of 002 g e and proved 1o be acourate with an RS0 of =4 59% The absence of & matrix effect
was pewen from the recowery iest applied o e wodne samples, forified with TH. obisning
recoveses of 801 fo 106X {systemn 1) and 92 5 o 101X igystem 2). Fnaly, fie method was appled to fe
WaDDInE SuTnkes Wit differing TH concentrations, and the results Wers in SQresment With, 3 microase-
assied digeston methodcogy inelerence me fhod)L thus indicating e acouracy of the prposed mefod

Introduction

Thimemsal (TH) is an arganomercuric compound presenting
49.6% of its mass from mercury. It is widely used in wecines,
cosmetic, tattor inks, immunalogical prepamtions, and other
pharmaceutical formulations as a preservative due to its
bactericilal amd antifingal propertes!™  PFarticulady  in
vaccines, TH can be added as a preservative during the
production prodess or incorparmated intothe diluent, varying the
comcentrations from 00003 to 0.01%. Thus, a bioformulation
can contain upto 50 ug of Hg per 0.5 mL™* However, it hasbeen
reported that the use of TH may lead to P il

prospective risks and toxic effects and for qualiy control in
vaccines'™" In geneml, determination of TH i peformed
using chmma tog mphictechniques (HPLC or G ) are associaied
with deeation sysems, which can mis analysis oosts, yet
present kw analytio ] frequency, implementing such protoool s
unviable for routine analysis ™

As an analytical strategy for quantifying organome rcuric
compounds in different matrices using atomic spectmscopic
techniques [AAS or AFS), the compaunds are genemlly con-
vented towands inorganic mercury (Hgee) before detection.,
Methads ofen invalve axidizers in acidic medium > digestion

disnrders in children, and cases of allergic reactions hawe also
been reparied™ Due to the prtential health sk factor, the
Warkl Health Organiztion (WHO), the European Medicines
Agency (EMA), the Committee for Medicines for Human Use
[{HMP, European Union |, (CHMP, European Union ), the Food
and Drug Administrmation (FDA, USA), and the National Health
Surveillane  Agency [ANVISA, Bramil) mcommend  either
replacement ar reduction of the concentmation of TH in phar
maceutical products.'*"7

Considering its worldwide use in sacdnes, developing
analytical srategies for quantifying TH is crucial to assess

Ininde of Cheminy and Biaechmbgy, Yodea! Uniseity of Algoa (LSAL]
campas A G Smies D300 Maek Alageay SuEl Emal haegigh.gal
b fon e A sk oo com e

| Hosromi:  spremveswy  infowusson (B sailble Se DdE:
RLERL TR

This punal & & Tha Royal Sodaty of Ohamistry 2031

with ated acids in a cheed system assisbed by micro
wave madiation,™ ™ or photochemical degradation.®™ In this
context, forqua ntification of mercury by CVAAS and/or CVAFS,
in simple matrices, such as water, oxidixing sysems contining
K0z, Ko O, KBris, KMndy or BriZlin an acid medium are
applisd for the oxidation of omganic memury (Hg.g) to
Hgea ™™ H , @ previous mi sep for assed
digestion in a closed system is used for complex matries
Therefore, the quantifimtion occurs after digestion, sinee
regardless of the complexity of the matrix, the technique pres-
ents the limitation of not directly quantifying Hgaq species. ™

Thus, in this work, oridative decompasition was applied
using diluted mineml acids tooxidate TH to inorganic mercury
[Hgs.) a5 a sample prepamtion procedune and use OVAFS to
determine TH in vaccines simply and quidkly. For TH decomr
position, the KBr/KBr0,; (complexing-oxidizing) and KMnd,
[oddizing) systems wene the most promising. The influsnce of
chemiml mariables an the oddative decomposition of TH, such

4 Anal Al Spactram.
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4 ARTIGO 2: AVALIACAO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE PREPARO DE
AMOSTRA PARA DETERMINACAO DE MERCURIO TOTAL EM AMOSTRAS DE
COSMETICOS MICELARES EMPREGANDO CV AFS

3.1 Introducéo

A toxicidade do mercurio esta diretamente relacionada a sua forma quimica, sendo que,
alguns compostos organomercuricos sao mais toxicos que as espécies na forma inorganica,
contudo, ambas as formas (organico ou inorganico) sdo passiveis de sofrer processo de
bioacumulagdo (JIA et al., 2011; MAMDOUH et al., 2021).Geralmente, a absor¢cdo do
mercdrio no organismo humano ocorre pelo sistema respiratério ou dérmico e pode causar
danos aos rins, sistemas nervoso central, gastrointestinal e imunolégico
(MORISSET et al., 2013; NG et al., 2015; LINS et al.,2019). A exposicao cronica ao mercurio
pode causar neuropatia periférica, encefalopatia e doenca renal intersticial (SOO et al., 2003).
Em cosméticos, se 0s niveis maximos permitidos para os compostos de mercurio forem
excedidos, isso pode resultar em diversos efeitos deletérios (GUO et al., 2020). Assim, para
garantir a seguranca de produtos cosmeéticos € vital para estabelecer sua qualidade e boas
praticas de uso, sendo um tema de constante pesquisa e atualiza¢do pela comunidade cientifica,
a fim de estabelecer niveis seguros de ingredientes nos produtos comercializados. Portanto,
monitorar o teor de mercurio total ou de suas espécies em cosméticos é de suma importancia
para avaliar o risco de exposicdo para o consumidor (NOHYNEK et al., 2010;
IWEGBUE et al., 2015; MESKO et al., 2020).

Os cosméticos sao produtos aplicados diretamente no corpo e sua utilizacao proporciona
rotas potenciais de exposicdo a espécies toxicas e potencialmente tdxicas quando estes sao
passiveis de contaminacdo (HEPP et al., 2014). Compostos organicos de mercurio podem ser
usados em produtos cosméticos para remoc¢do de maquiagem e mascara de cilios (ANVISA,
2012). Os produtos para remocao de maquiagem e limpeza facial, podem ser comercializados
na forma de liquidos, géis ou esfoliantes (LORETZ et al., 2008) e apresentam em suas
composigdes diferentes classes e niveis de surfactantes. A presenca de compostos desta
natureza, tem a funcdo principalmente de fornecer umectancia, detergéncia e formacao de
espuma para formulacdo (CASSIDAY, 2016). Deste modo, neste trabalho produtos contendo
esta classe de substancias, foram designados de cosméticos micelares. Nesta categoria estdo
inclusos a agua micelar e os demaquilantes, os quais sdo aplicados diretamente na pele para
remocdo de maquiagens, secre¢des sebaceas e impurezas (REBELLO, 2016).

Os cosméticos micelares, apresentam condicdes favoraveis para o desenvolvimento de

microrganismos, principalmente, devido a sua composi¢do organica e elevado teor de agua,
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desta forma, esses produtos podem ser facilmente degradados ou alterados quanto a sua
composicdo quimica (ALVAREZ-RIVERA et al., 2018; LUNDQV et al., 2009). Assim, para
a seguranca, prevencao de danos e reacdes quimicas indesejaveis conservantes e substancias
com fungdes antioxidantes e fotoprotetoras sdo adicionadas nesses produtos
(MAGALHAES, 2011; ALVAREZ-RIVERA et al., 2018).

Para o mercado brasileiro a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 29/2012 permite
a adicdo de conservantes a base de mercdrio como o timerosal (TH) e sais de fenilmercurio
(FM), em niveis de concentracdo de até 70 mg L para o produto acabado. A Unido Europeia
(EC n° 1223/2009) preconiza as mesmas concentracGes para 0S conservantes mercuriais e a
FDA dos Estados Unidos (U.S. Food and Drug Administration, CRF 21/ Parte 700), estabelece
concentragdes nio superiores a 65 ppm (mg kg* ou mg L7). Recentemente, a lista de
conservantes permitidos pela ANVISA foi atualizada (RDC n° 528/2021) e o TH e FM foram
excluidos da atual resolucdo, o que mostra mais evidéncias do risco potencial da utilizagao de
compostos organomercuricos para salde dos usuarios. Contudo, as legislacGes preconizadas
pela EC e FDA, ainda estdo em vigéncia.

Vale ressaltar que nas formulagbes cosméticas, além dos conservantes, diversos
compostos quimicos sdo usados como ingredientes e a pureza desses componentes também
deve ser avaliada. Para impurezas decorrentes de matérias-primas ou processo de fabricacéo de
cosméticos, a FDA (CRF 21/700.13), Health Canada (2012) e Alemanha BfR (025/2006),
permitem concentragdes de até 1 ppm para o mercurio total. Ademais, o fato de ser proibido o
uso de espécies potencialmente tdxicas para a producao de cosméticos nao significa, auséncia
destas no produto final (BOROWSKA e BRZOSKA, 2015). Nesta perspectiva, 0s cosméticos
podem ser uma das fontes principais de exposicdo a espécies potencialmente tdxicas
(SALAMA, 2015; PODGORSKA et al., 2021), logo, o desenvolvimento de metodologias
analiticas para o controle de qualidade desses produtos, se faz essencial.

Neste sentido, é crescente a necessidade de desenvolvimento de métodos analiticos
eficientes para determinacdo de elementos traco, objetivando a certificagéo e qualidade destes
produtos. Para tanto, desenvolver metodologias para quantificar mercdrio em cosméticos
micelares é um desafio, dada a complexidade e composi¢do multicomponentes das diferentes
matrizes, além disso, metodologias para determinacdo de mercurio em produtos cosméticos
ainda sdo pouco reportadas na literatura, e mais restritas quanto aos cosméticos micelares.

Para estratégias analiticas de preparo de amostra em cosméticos como maquiagem, de
forma geral, emprega-se digestdo convencional e/ou assistida por micro-ondas com uso de

acidos concentrados (MESKO et al., 2020), visto a necessidade de levar a amostra para fase em
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solucdo, e compatibilizacdo desta com as técnicas analiticas para quantificacdo da espécie de
interesse. O tratamento de amostras para determinacdo de mercurio, em especial, constitui uma
etapa critica de andlise, devido a volatilidade do analito, possivel contaminacdo da amostra,
decomposicdo incompleta ou extracdo do analito, as quais podem ser fontes de erros
sistematicos e levar a imprecisfes nas medic6es analiticas (ROCHA, et al., 2013; GONZALEZ-
RAYAT, 2017; SOUZA, et al., 2018; ASTOLFI, et al., 2019; CERUTTI, et al., 2019).

As maiorias dificuldades associadas para analise de cosméticos micelares empregando
técnicas espectroanaliticas, € a presenca de surfactantes na composicdo da matriz, os quais
produzem espumas, que causam interferéncias na geracao do vapor quimico e a instabilidade
do sinal analitico (TAKASE et al., 2002; LIU et al., 2019; GAO et al., 2014). Frente a isso, a
digestdo assistida por micro-ondas e a decomposicao direta de espécies de mercurio com auxilio
de antiespumantes em meio de &cidos minerais diluidos, foram estratégias de preparo de
amostra para cosméticos micelares avaliadas neste trabalho, as quais podem vir a contribuir
como futuras alternativas de preparo de amostra simples, rapidas e eficientes.

Neste contexto a espectrometria de fluorescéncia atbmica por vapor frio (CV AFS)
apresenta-se como tecnica passivel de se desenvolver métodos de elevada seletividade,
sensibilidade, custo-efetividade instrumental e rapidez de analise, atingindo limites de deteccéo
da ordem de ng L™* (MIRANDA - ANDRADES, et al., 2019; ZOU et al., 2018). Vale salientar
que a CV AFS também apresenta melhor sensibilidade quando comparada a outras técnicas
espectrométricas atdmicas, complementarmente viabiliza a introducdo continua da amostra,
proporcionando facil acoplamento com sistemas de injecdo de fluxo e cromatografia e, permite
a especiacdo elementar (SABER-TEHRANI et al., 2007; SANCHEZ-RODAS et al., 2010;
BUTCHER, 2016; LINS et al., 2019). Assim, diante do exposto, no presente trabalho foram
desenvolvidas metodologias analiticas baseadas em distintos procedimentos de preparo de

amostras para determinacéo de Hgtotal em cosméticos micelares por CV AFS.

3.2 Objetivos especificos

a) Otimizar as condi¢cbes instrumentais para as medicdes analiticas por CV AFS, para as
abordagens de preparo de amostra (digestdo assistida por micro-ondas e reacdo de bromacéo
com auxilio de antiespumantes) empregadas nos cosméticos micelares;

b) Avaliar os métodos desenvolvidos quanto aos parametros: concentracfes dos reagentes,
tempo de reacdo da mistura complexante-oxidante (KBr/KBrOs), tipo de &cido, tipo de
antiespumante e composicédo do sistema reacional para digestdo por micro-ondas;

c) Determinar os pardmetros de desempenho dos métodos desenvolvidos;
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d) Aplicar as diferentes estratégias de preparo de amostra em cosméticos micelares e comparar

os resultados obtidos com os regulamentos estabelecidos pelas legislagdes vigentes.

3.3 Experimental
3.3.1 Instrumentagéo

O procedimento de decomposi¢cdo das amostras de cosméticos micelares (agua micelar
e demaquilante) foi realizado utilizando radiacdo de micro-ondas em sistema de digestdo
fechado e pressurizado, modelo ETHOS ONE (Milestone, Sorilose, Italia), equipado com
sensores de temperatura e presséo, rotores (SK-10) com recipientes de 100 mL (volume interno)
confeccionados em Teflon quimicamente modificado (TFM™). De forma geral, a temperatura,
pressdo e poténcia maxima de trabalho usada no protocolo foi de 180 °C, 20 bar e 1000 W,
respectivamente. As determinacdes de carbono organico dissolvido (COD) nas amostras de
cosmeéticos micelares sem tratamento (agua micelar: S1, S2 e S3) e nos respectivos digeridos
(S1-D, S2-D e S3-D), foram realizadas no analisador de carbono (TOC-L, Shimadzu, Japéo),
equipado com amostrador automatico ASI-L e detector no infravermelho ndo dispersivo
(NDIR), empregando o meétodo de oxidacdo catalitica por combustdo a 680°C. O teor de
nitrogénio total (NT) foi determinado utilizando o modulo de determinagdo de nitrogénio
(TNM-L), empregando deteccdo por quimiluminescéncia. Por fim, ar sintético 5,0 (pureza
99,999%; Oxiteno, Brasil) foi utilizado como gas carreador, com vazdo de 250 mL min™.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN H) das amostras de cosméticos
micelares sem tratamento e digeridas foram obtidos no espectrémetro de ressonancia magnética
nuclear modelo AVANCE 600 MHz, Bo = 14,1 T (Bruker, Karlsruhe, Alemanha), equipado
com sonda multinuclear direta (BBO) de 5 mm a temperatura de 297 K (~ 24°C).

A determinacdo das concentragBes de mercdrio total, a partir de Hg(lI1), timerosal (TH)
e fenilmercario (FM) nas amostras de cosmeticos micelares (amostras de agua micelar e
demaquilante), foram realizadas utilizando um espectrémetro de fluorescéncia atdmica por
vapor frio (CV AFS), modelo PSA 10.025 Millennium Merlin (PS Analytical, Orpington, Kent,
UK). O equipamento utiliza como como fonte de radiagdo uma ldmpada de catodo oco de alta
intensidade (BDHCL, Boosted — Discharge Hollow Cathode Lamps) da Photron (Victoria,
Australia), com comprimento de onda de 253,7 nm. O sistema em fluxo, o controle do
equipamento e obtencdo dos dados, foi monitorado pelo software PSA Millennium. Os
parametros instrumentais empregados para determinagcdo de mercdrio total sdo resumidos na
Tabela 13.
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Tabela 13 - Pardmetros instrumentais empregados para determinacéo de mercdrio total por CV AFS.

Parametros Valores
Modo de medicdo sinal analitico (u. a.) Altura do pico
Tempo de delay (s) 15
Tempo de analise (S) 40
Tempo de memodria (S) 60
Ganho? 10 ou 100
Gas carreador argénio UHP 99,999% (mL min™) 250
Gas de secagem ar sintético super seco 99,999% (mL min™?) 2500
Solucio carreadora HCI ou HNO3 (mL min™) 9,0
Amostras e padrdes (mL min™) 9,0
Solugdo redutora SnCl, (mL min™) 4,5

10 parametro instrumental relacionado ao ganho analitico foi definido em funcéo do intervalo de concentragdo de mercrio
na curva analitica e amostras analisadas.

Fonte: Autora, 2021.

3.3.2 Reagentes, solucdes e amostras

Em geral, para todos os experimentos reagentes de grau analitico da Sigma-Aldrich
(Missouri, USA) ou Merck (Darmstadt, Alemanha), foram empregados sem purificacdo prévia.
Os brancos analiticos foram preparados diariamente para assegurar auséncia de contaminacao
das solucdes. Em todos os procedimentos no preparo das solucdes utilizou-se dgua ultrapura
(condutividade < 0,1 uS cm™) proveniente do purificador Master System MS2000 (Gehaka,
Brasil). As solucdes de referéncia para curva analitica, foram preparadas, a partir de diluicdes
sequenciais da solugdo padrdo de mercdrio inorganico (1000 mg L™, Specsol® - 92786-62-4,
rastreabilidade NIST, USA). Para o procedimento de digestdo por micro-ondas e determinacao
da acidez residual empregou-se HNO3 (14 mol L), H20, 30% (m/ m), solugdo de NaOH
padronizada (0,0910 mol L™+0,0007), biftalato de potassio sélido, e fenolftaleina 0,2% (m/v)
em etanol.

Para determinacdo direta de mercurio total o sistema complexante-oxidante aplicado foi
preparado pela combinagdo de volumes idénticos das solucées de KBr (200 mmol L?) / KBrOs
(34 mmol L™). Solucéo de acido ascorbico 12% (m/v) foi usado para remogdo do excesso de
bromo (Br2) gerado no meio e a acidez final foi ajustada com HCI ou HNOs. Alcool amilico
98% (v/v) (Dinadmica, Brasil) e alcool isoamilico 98% (v/v) (Neon, Brasil) foram utilizados no
preparo de amostra de cosméticos micelares para desestabilizacdo da espuma (antiespumante)
no meio de reacional. Adicionalmente, os antiespumantes A, B e 204 (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA) a partir do preparo de solucdo estoque de 50% (v/v) em meio &cido (HCI 5%, v/v)
(ZHENG et al., 2019).



84

As solugdes de H3PO4 3 mol L * (acidificante), hidrogenoftalato de potassio 20 mmol
L (carbono organico dissolvido / carbono total dissolvido) e a mistura NazCOz e NaHCO3 80
mmol L (carbono inorganico dissolvido) foram empregadas no método indireto para
determinacgdo de COD, enquanto, para as analises de nitrogénio total 0 KNO3 1,4 mol L foi
utilizado. Por fim, para construcéo das curvas analiticas (1 - 1200 mg L) de todas as soluces
padrdo, dilui¢cBes sequenciais foram efetuadas, a partir das solucdes estoques de carbono e
nitrogénio. O valor das concentracfes de COD foi obtido a partir da diferenca entre os teores de
CTD e CID.

Para geragéo de vapor quimico a solucéo redutora de SnCl, 90 mmol L™ foi preparada
em HCI 5 mol L. A depender da condigdo da amostra, empregou-se diferentes solucdes
carreadoras, sendo que para os sistemas digeridos em micro-ondas utilizou-se HNO3 5% (v/v),
enquanto para o procedimento de oxidacéo direta 0 HCI 20% (v/v). Todas as solugdes utilizadas
neste trabalho foram preparadas diariamente, exceto as solugdes timerosal 50 mg L* e acetato
de fenilmercario 50 mg L™, preparadas mensalmente e armazenadas a 4 °C. Os materiais de
polietileno e vidrarias utilizadas com antiespumantes, foram submetidos a um sistema rigoroso
de depuracéo (pré-limpeza com solucao de acetona 10% v/v, imersdo em solugdo de detergente
neutro 5% v/v por 12 h, enxague com agua corrente e agua destilada, nesta sequéncia). Em
seqguida, os materiais foram mantidos por 24 h, em solucdo de HNOsz 10% (v/v), e
posteriormente lavados com agua ultrapura. O processo de secagem foi realizado a temperatura

ambiente.

3.3.3 Amostras de cosméticos micelares

Amostras de cosméticos micelares de diferentes lotes e marcas comumente utilizadas
para limpeza facial (dgua micelar, mousse demaquilante e lo¢do demaquilante), foram
adquiridas em estabelecimentos comerciais (Maceid, Alagoas, Brasil). Seis amostras foram
analisadas e codificadas como S1 a S6. Na Tabela 14, estdo sumarizadas as formulagdes
cosméticas (S1 - S6) utilizadas no desenvolvimento e validacdo do método proposto e 0s
principais conservantes e surfactantes. Além disso, outros componentes podem estar presentes
nestas formulagbes como emolientes, fragrancias, hidratantes, antioxidantes, complexantes,

clarificantes, e compostos para ajuste de pH.
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Tabela 14 - Tipos de solu¢Bes removedoras de maquiagem e principais conservantes e surfactantes
presentes na formulacéo, utilizadas na otimizacdo do método para determinagao de Hgotar.

Amostras Tipo Conservante Surfactante
s1 Agua micelar  Fenoxietanol Clqreyo_ ,d_e cetriménio e cloreto de
cetilpiridinio
S2 Agua micelar  Biguanida de poliaminopropila P_olo'xa}mer 184 e cocoanfodiacetato
dissodico
< . Ben_zoato — d? sadiio, Poloxamer 184, cocamidopropil betaina e
S3 Agua micelar  metilcloroisotiazolinona e o
R cocoanfoacetato de sddio
metilisotiazolinona
s4 Aguamicelar  DMDM hidantoina Decil Glucosideo, cocoato de glicerila

PEG-7 e polisorbato 20
Decil glucosideo, lauril éter sulfato de
Mousse Fenoxietanol, etilisotiazolinona, sodio, lauril éter sulfosuccinato dissédico,

S5 demaquilante  metilparabeno e propilparabeno  cocoato  de  glicerila PEG-7 e
cocamidopropil betaina

6 Locéo Fenoxietanol e cloreto de Poloxamer 124; dleo de ricino hidrogenado
demaquilante  benzetbnio PEG-40 e isosterato-20

Fonte: Adaptado Cosing (2021).
3.3.4 Preparo de amostra para andlise de COD e NT

As analises de COD e NT foram realizadas nas amostras digeridas e ndo digeridas.
Inicialmente as amostras de cosméticos micelares (agua micelar) foram mineralizadas por
sistema micro-ondas, em seguida, a solucdo obtida foi ajustada com NaOH para uma condicao
proxima a neutralidade (pH 7,0 - 7,3), resultando em um volume final de 20 mL. Para as
amostras de agua micelar ndo digeridas, 1,0 mL de cada amostra foi diluido com agua ultrapura
para 20 mL (pH 7,0 - 7,5; sistema controle). Posteriormente, as amostras foram filtradas com
filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,45 pum e acidificadas com H3PO4 3 mol L.

3.3.5 Preparo das amostras para analise por ressonancia magnética nuclear (RMN *H)

Os espectros de RMN *H foram obtidos para as amostras de cosméticos micelares (Agua
micelar) digeridas e ndo digeridas. O preparo das amostras seguiu 0 mesmo procedimento
descrito para andlise por COD e NT (exceto a acidificacdo com H3PO4). Em seguida, para 300
puL das amostras se adicionou 300 uL de D20 (99,9% em deutério) e 25 uL de TMSP-ds4
(trimetilsilil-2,2,3,3-ds propionato de sddio) a 2 mmol L. Apds homogeneizagéo, a solucio
final foi transferida para um tubo de RMN de 5 mm. Por fim, os espectros unidimensionais para
0 nucleo de hidrogénio foram obtidos, utilizando supressdo do sinal da dgua empregando a

sequéncia de pulsos noesyprld (denominacao Bruker) com um total de 32 scans.
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3.3.6 Digestdo das matrizes cosméticas

Para determinacdo da concentracdo de mercurio total nas amostras de cosméticos
micelares foi usado o procedimento de digestdo assistida por micro-ondas, como método de
referéncia para o preparo da amostra. Assim, 1,0 mL de cada amostra foi inserido nos vasos de
reacdo (TFM™), sequido de 5 mL de HNO3 (14 mol L) e 3 mL de agua ultrapura. Devido a
variedade de compostos passiveis de sofrerem reacdes de nitracéo e gerarem derivados instaveis
(DUVAL, 2019), as amostras foram pré-digeridas a temperatura ambiente por 1 h e, em
seguida, foram acrescentados 3 mL de H>O> (30 % m/m) ao meio de reagdo. Por fim, os reatores
foram devidamente fechados e inseridos no rotor do micro-ondas e o programa de aquecimento
(Tabela 15), foi iniciado.

Tabela 15 - Programa para digestdo das amostras de cosméticos por radiacdo micro-ondas.

Etapa Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura (°C)
I 15" 700 TA-130
I 20™ 700 130
i 15" 1000 130180
[\ 20" 1000 180

ITA = temperatura ambiente / “Tempo de rampa de aquecimento // “*Tempo de patamar
Fonte: Autora, 2021.

Todas as digestdes foram realizadas em triplicata (n = 3) e para cada procedimento trés
reatores continham solugbes do branco analitico. Finalizada as etapas supramencionadas
(Tabela 15), os reatores foram mantidos sob ventilagdo por 20 min, posteriormente foram
abertos e mantidos em repouso por 2 h, para volatilizacdo dos Oxidos de nitrogénio
remanescentes e arrefecimento do material digerido. A solucéo resultante foi transferida para
um baldo volumétrico e diluida com agua ultrapura para um volume de 25,0 mL. A acidez
residual foi determinada utilizando solugdo padronizada de NaOH (0,0910 mol L+0,0007) e
fenolftaleina (0,2% m/v) a partir de volumetria acido-base empregando agitador magnético
(modelo Topolino 50.067944, IKA, Brasil) e bureta de 25,00 mL. Dilui¢6es dos digeridos foram
realizadas para compatibilizacdo do nivel de concentracdo da curva analitica. Assim, quando
empregou-se menor sensibilidade (curva analitica em Hg(l1) de 0,50 — 20 pg L, ganho de 10)
empregou-se solugio de HNO3 1 mol L™ para corregdo da acidez residual, ao passo que para
uma maior sensibilidade (curva analitica em Hg(ll) de 0,10 — 2,0 ug L, ganho de 100)
empregou-se solugio de HNO3 3 mol L para correcio da acidez residual. Adicionalmente, foi
empregada uma etapa adicional de tratamento das amostras digeridas. Assim, apos
mineralizaco, para reducdo do Hg(ll) ao estado elementar (Hg®) adicionou-se 0,50 mL da
mistura KBr/KBrOs (100/17 mmol L) e 40 uL de acido ascorbico 12% (m/v). Posteriormente
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foi empregada solugéo redutora de SnCl2 (90 mmol L) e solugéo carreadora HNO3 5% (v/v)
para as determinac@es dos analitos por CV AFS.

Uma vez que materiais de referéncia certificados (CRM) contendo timerosal e
fenilmercurio sdo ausentes para amostras de cosméticos, empregou-se ensaio de adicdo e
recuperacgdo. Assim, as amostras (S1, S2, S3) foram fortificadas e preparadas em triplicata (n =
3), em dois diferentes niveis de concentracdes para cada ciclo de digestdo, resultando na
concentragéo final 0,50 e 1,0 ug L para o Hg(11) (como Hgino) € 1,0 € 2,0 ug L* para o timerosal
e fenilmercurio (espécies derivadas de Hgorg). Para estas condicdes, as curvas analiticas foram
compatibilizadas em diferentes concentragdes de HNO3 (0,2 e 0,4 mol L), de acordo com as
condicdes de fortificacdes. Por fim, a limpeza dos vasos de digestdo foi realizada usando 10
mL de HNO3 7 mol L™! no forno micro-ondas, por 5 min a 180 °C e poténcia de 1000 W. ApGs
esse processo, 0s reatores permaneceram por no minimo 12 h, imersos em solugdo HNO3
10% (v/v) (BIZZI, et al., 2011).

3.3.7 Determinacao de mercurio total em cosméticos micelares por CV AFS

Como as matrizes analisadas contém uma ampla diversidade de surfactantes (ndo-
ibnicos, catidnicos, anibnicos e zwitteridnicos), durante o preparo da solucao para analise ocorre
a formacdo de espumas no meio reacional, e por conseguinte, levando a redugédo do sinal
analitico para analise direta por CV AFS. Portanto, diferentes sistemas com capacidade
antiespumante foram avaliados, os quais foram selecionados com base em aplica¢des descritas
na literatura para matrizes cosméticas ou matrizes nas quais a espuma gerou algum tipo de
interferéncia durante a analise (LAVILLA et al.,, 2009; GAO et al., 2014; SILVA
JUNIOR et al., 2015; ZHENG et al.,2019).

3.3.7.1 Alcool amilico e isoamilico como agentes antiespumantes

Para execucdo do metodo de determinagdo de mercurio total adicionou-se 2,0 mL das
amostras de cosméticos micelares (S1, S2 e S3), 6 mL de HCI 2,5 mol L, sequidamente as
fortificacdes em triplicata (n = 3) para os niveis de concentragéo de 2,5; 5,0 e 10 ug L™ para
Hg(11) € 5,0; 10 e 20 pg L™ para TH e FM foram realizadas. Na sequéncia, a oxidag&o do Hgorg
foi realizada a temperatura ambiente (25 °C) acrescentando-se 0,50 mL da mistura KBr / KBrOs
(100 e 17 mmol L) e aguardou-se 5 min para a reacéo se processar (OLIVEIRA et al., 2021).
Por fim, 40 pL da solucdo de acido ascorbico 12% (m/v) foi adicionado para remoc¢do do
excesso de bromo gerado, 2 mL de alcool amilico ou isoamilico (agentes antiespumantes) e

agua ultrapura para um volume final de 25,0 mL. Solugéo redutora de SnCl2 (90 mmol L?) e
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solucdo carreadora HCI 20% (v/v) foram usadas para as medicdes da concentracdo de mercurio
total por CV AFS.

3.3.7.2 Compostos derivados de éteres e a base de silicone como agentes antiespumantes

Nesta etapa, foram analisados os antiespumantes: A (polimero de silicone ativo 100%),
B (emulsdo aquosa de silicone 10% em dimetilpolissiloxano) e 204 (mistura de dispersdes de
poliéter organico). Para quantificagio de mercurio total nas condi¢Ges otimizadas a
concentracéo final de todos os antiespumantes foi 0,25% (v/v) nas solu¢des padrdo e amostras
(S1, S2 e S3). A determinacao de mercurio total por CV AFS seguiu os protocolos descritos no
item 3.3.7.1 e no trabalho de Oliveira et al. (2021).

3.3.8 Tratamento estatistico dos dados

Os resultados experimentais foram expressos em termos de média e desvio padrdo (SD)
(n = 3). Para avaliacBes de multiplos sistemas a analise de variancia (ANOVA) foi aplicada
para um nivel de confianca de 95%. Para validacdo das curvas analiticas, o teste de Levene
(modificado por Brown e Forsythe em 1974), assim como, testes de significancia da regresséo
e falta de ajuste foram empregados em conjunto para verificagdo da linearidade e dos modelos
obtidos (THOMPSON et al., 2002; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; SILVA, 2016). Por fim, o
software Origin 2020 (Microcal Software, Northampton, MA, USA) foi utilizado para

construgédo dos graficos e analise dos dados.
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3.4. Resultados e Discussao

Neste trabalho foram avaliadas duas abordagens distintas de preparo da amostra: (i)
digestdo assistida por micro-ondas e (ii) uso de oxidagéo direta com auxilio de antiespumantes.
Na digestdo assistida por micro-ondas foi utilizado acido concentrado (HNOs 14 mol L),
oxidante auxiliar (H20230% m/m), elevada temperatura e presséo (180°C e 20 bar), enquanto,
no método oxidativo direto empregou-se solugdo de acido diluido (HCI 0,6 mol L™?) e o
procedimento analitico foi realizado a temperatura ambiente. Além disso, a digestdo assistida
por micro-ondas foi utilizada como procedimento de referéncia para estabelecer
comparativamente a eficiéncia de oxidacdo de TH e FM a Hg(ll) nas amostras de cosméticos

micelares.

3.4.1. Estudos preliminares

Os ensaios preliminares deste trabalho foram executados visando alcancar as melhores
condi¢des experimentais quanto ao preparo de amostras (digestdo assistida por micro-ondas e
decomposicéo oxidativa direta), assim como, 0 melhor ajuste para 0s parametros instrumentais
para a determinacdo de mercurio total por CV AFS (Apéndice B). Portanto, para os estudos
com TH, FM e Hg(ll) nas amostras de cosméticos micelares, empregou-se as condicdes

experimentais preconizadas por Oliveira et al. (2021), com adaptaces.

3.4.2 Avaliacdo da pré-digestdo e digestdo das amostras cosméticas

Devido a complexidade e elevada diversidade de componentes presentes nas amostras
de cosméticos micelares como, por exemplo: surfactantes, conservantes, estabilizantes,
antioxidantes, solventes, emolientes, emulsificantes, fragrancias e sobretudo alcoois de cadeia
alquilica curta, dentre outros (SALVADOR, 2007; REBELLO, 2016). Desta forma, para
decomposicdo das amostras optou-se por inserir uma etapa adicional no protocolo de digestéo,
considerando a possibilidade de ocorrer a reacdo do HNO3 com alcoois constituintes das
amostras, levando a formagdo de compostos instaveis (como nitratos de alquila), os quais séo
altamente reativos e ao serem aquecidos, podem ocasionar explosées (DUVAL, 2019).

Portanto, foi necessario considerar este tipo de risco, para aplicabilidade do método
proposto nas amostras de cosméticos micelares. Assim, no procedimento experimental foi

implementado a etapa de pre-digestdo com duragédo de 1 h em temperatura ambiente (media de



90

25°C), para quatro amostras de agua micelar e duas amostras de demaquilantes (S1 - S6). A

Figura 11, apresenta os aspectos dos sistemas reacionais pré-digeridos em meio acido.

Figura 11 - Aspectos das amostras cosméticas pré-digeridas. Condicfes experimentais: 1,0 mL da
amostra; 3,0 mL agua ultrapura e 5,0 mL HNO3 (14 mol L), temperatura ambiente, pré- digestdo de 5

a 60 min.
(a) 5 min de pré-digestao (b) 20 min de pré-digestao
[s, WS WS W

Fonte: Autora, 2021.

Com base no aspecto visual dos pré-digeridos (S1 - S6) observou-se maior varia¢éo da
coloracdo inicial das amostras de cosmeticos micelares S1, S2, S3 e S5, possivelmente devido
a reacdo dos componentes do meio com HNO3z. A medida que ocorria a decomposicéo da
matéria organica em temperatura ambiente, a quantidade de gases gerados (6xidos de
nitrogénio), se tornava mais acentuada, principalmente para as amostras S5 e S6. Com base,
nestes parametros de pré-digestao e digestdo, constatou-se que aplicar o protocolo experimental
para volumes das amostras superiores a 1,0 mL era invidvel, visando a eficiéncia de
decomposicéo do material organico, bem como garantir, a seguranca, integridade e auséncia de
danos no equipamento durante o preparo de amostras. Uma vez que, para volumes de amostra
da ordem de 2,0 mL ocorreu dano ao frasco de reacao (teflon) com expanséo e inutilizacao do
mesmo em funcdo do aumento da pressdo (acima de 50 bar). Desta forma, o volume de 1,0 mL
foi adotado para os ensaios subsequentes.

Apo0s otimizacdo da etapa de pré-digestdo, as amostras foram submetidas a digestdo
assistida por micro-ondas. As soluc@es resultantes apresentaram acidez final de 5,95 £ 0,16 mol
Lt (n = 3) e HNOs 3 mol L foi utilizado para o ajuste da acidez dos digeridos visando a
determinacdo de Hguota. Os resultados obtidos para as seis amostras de cosméticos micelares
foram similares e verificou-se que as concentragfes de Hgiwta estavam abaixo do limite de
detecgéo da técnica de CV AFS (0,10 pug L™).
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Por fim, selecionou-se as amostras S1, S2 e S3 para a validacdo do método utilizando
digestdo assistida por micro-ondas e para a aplicacdo dos procedimentos de digestdo direta
empregando antiespumantes, a selecdo das amostras foi baseada nos aspectos visuais de
mudanca de coloracdo observados durante a pré-digestdo, conferindo possivelmente maior
complexidade, assim como, foi considerada a acessibilidade e disponibilidade para obtencao
dos cosmeticos micelares, nos estabelecimentos comerciais locais. Em todos estes estudos,
previamente ao tratamento da amostra, foi realizada a adi¢do de solu¢cdes com concentragcdes
conhecidas dos analitos na forma inorgénica (Hg(ll)) e nas formas organicas (TH e FM) e as
recuperacgdes para cada espécie foram avaliadas quanto ao possivel efeito de matriz.

3.4.3 Avaliacdo da eficiéncia da digestdo assistida por micro-ondas para as amostras de
cosméticos micelares

Para avaliacdo da eficiéncia do procedimento de digestdo comparou-se as amostras de
cosmeéticos micelares (S1, S2 e S3) sem tratamento (in natura) e nos digeridos resultantes da
decomposicdo assistida por micro-ondas, quanto ao perfil dos espectros de ressonancia magnética

nuclear (RMN) e os teores de carbono organico dissolvido total e nitrogénio total.

3.4.3.1 Uso de RMN *H na avalia¢éo da eficiéncia do processo de digestdo

A ressonancia magnetica nuclear tem sido usada em estudos para avaliacéo do perfil de
composic¢do organica de diferentes matrizes e, quando possivel, na identificacdo de produtos de
decomposicao apos procedimentos de preparo de amostra (ARAUJO et al., 2002; GONZALEZ
et al., 2009; BARIN, et al., 2014; PINTO, et al.,2019; GARRITA et al., 2021; MAGALHAES
et al., 2021). Entretanto, a utilizacdo de RMN para avaliacdo de protocolos de tratamento de
amostra em matrizes cosméticas, ainda é escassa. Neste trabalho, estudos por RMN *H foram
realizados em amostras de cosméticos micelares in natura (S1, S2 e S3) e nas solucdes
resultantes da digestdo assistida por micro-ondas (SiD, S:D e SsD), explorando o perfil

espectral relativo aos deslocamentos quimicos (3) dos hidrogénios (Figura 12).
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Figura 12 - Perfil dos espectros de RMN *H para amostras de cosméticos micelares sem tratamento e
apos a digestdo assistida por micro-ondas. (a) S1 antes e apds digestdo (S1-D); (b) S2 antes e ap6s
digestdo (S2-D); (c) S3 antes e apés digestdo (S3-D). O corte realizado de 4,5 - 6,5 ppm representa a
regido referente ao sinal da agua.
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Fonte: Autora, 2021.

Verificou-se que as amostras de cosméticos sem o procedimento de digestao (Figura 12)
apresentaram uma variedade de sinais, 0s quais estdo relacionados a diferentes compostos
organicos (considerando a composicéo descrita das amostras). Os principais sinais observados
sdo relativos a hidrogénios alifaticos, sendo que de 0,8 a 2,0 ppm seriam referentes a grupos
como -CHg, -CHo>, -CH, possivelmente presentes em surfactantes com elevada cadeia alquilica.
Sinais de 3,0 a 4,5 ppm podem ser associados a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados,
enguanto, os sinais de 6,5 a 8,0 ppm foram associados aos hidrogénios aromaticos
(PAVIA et al., 2012).

Nos espectros para as amostras digeridas (Figura 12), a analise por RMN *H mostrou
uma reducdo substancial da carga organica. O surgimento de dois singletos na regido de
hidrogénios alifaticos (1,94 e 3,97 ppm) e outro na regido dos aromaticos (7,90 ppm),

correspondem a produtos de decomposicdo da matriz organica original, possivelmente
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relacionados a formacdo de nitrocompostos alifaticos e aromaticos (BARIN et al., 2014,
GONZALEZ et al., 2009). Araujo et al. (2002), aplicaram a digest&o assistida por micro-ondas
utilizando diferentes concentraces de HNO3z em amostras de plantas e nos espectros de RMN
'H das solucdes digeridas foi observado um singleto intenso em 5,86 ppm atribuido a nitro-
compostos alifaticos. Adicionalmente, nos digeridos de amostras de farinha de arroz e figado
bovino, foi observado um singleto em 2,10 e 9,0 ppm; os quais, podem estar relacionados a
nitrocompostos oriundos da decomposicdo da amostra (GARRITA et al., 2021).

E importante ressaltar, que a maioria dos estudos relacionados ao preparo de amostra,
reportados na literatura com aplicacdes da técnica de RMN *H, sdo focados em matrizes sélidas.
Dessa forma, apenas as solucdes digeridas, em muitas ocasides com diferentes concentracdes
de 4cido mineral s&o os sistemas avaliados (ARAUJO et al., 2002; GONZALEZ et al., 2009;
GARRITA et al., 2021). Deste modo, como o estado fisico da amostra antes e apds a digestdo
sdo distintos (sélido e solucao), uma comparacao direta torna-se inviavel. Assim, este trabalho
contribui com a comparacdo do perfil espectral antes e apds a digestdo, uma vez que o estado
fisico da amostra ndo sofre alteracéo, e assim, permitindo a obteng&o dos espectros de RMN H.

Neste contexto, o uso do perfil espectral de RMN *H, pode ser uma alternativa
interessante para avaliar a eficiéncia do processo de digestdo, comparando-se as varia¢des dos
perfis espectrais das amostras de cosméticos micelares (antes e apos digestdo). Contudo, esta
técnica apresenta limitacdo para avaliacdo da reducdo da carga organica das amostras, pois,
apenas a comparacao dos sinais referentes aos hidrogénios (alifaticos e aromaticos) néo € o
melhor parametro. Quando ocorre a oxidacao parcial dos carbonos ligados a hidrogénio, 0s
produtos gerados (carbono oxigenados) ndo s&o passiveis de serem monitorados por RMN H,
mas a simplificacdo espectral sera observada. Uma alternativa seria a obtencdo dos espectros
de RMN 3C, entretanto, os elevados tempos de acumulagdo (horas), menor sensibilidade e
carater ndo quantitativo para obtencao destes dados, constitui um obstaculo para implementacao
da técnica. Assim, com a finalidade de avaliar de forma mais efetiva o perfil dos digeridos, em
comparacdo com as amostras in natura, nos residuos organicos remanescentes, as

concentracdes de carbono organico dissolvido foram determinadas.
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3.4.3.2 Teor de carbono orgénico dissolvido (COD) e nitrogénio total (NT) na avaliagédo da
eficiéncia do processo de digestao

O carbono organico dissolvido (COD) foi estabelecido como parametro para avaliar
quantitativamente a eficiéncia do processo de digestdo. Para tanto, as concentracdes de COD foram
avaliadas nas amostras de cosméticos micelares antes e apds a digestao assistida por micro-ondas.
Adicionalmente, analisou-se as concentragdes de nitrogénio total (NT). A Tabela 16, exibe os
resultados obtidos para as amostras S1, S2 e S3.

Tabela 16 - Concentragdo de COD e NT para as amostras de cosméticos (n = 3).

Sem tratamento (g L?) Digerido (g L?) Reducdo do teor
Amostra
COD NT COD NT de carbono (%)
S1 21,38+0,64 0,073 0,002 8,18+0,25 22,80+0,68 62
S2 2093+0,63 0,47 +£0,01 7,62+0,23 17,40x0,52 64
S3 27,06 £0,81 0,23+0,01 541+0,16 20,08 +0,60 80

Fonte: Autora, 2021.

As amostras de cosméticos micelares sem tratamento apresentaram reduzida
concentracdo de nitrogénio, a qual pode ser relativa a composicao da matriz. Contudo, como
esperado, apds o processo de digestdo a concentracdo total de nitrogénio (NT) aumentou
consideravelmente devido a utilizagdo do HNO3 no processo de preparo da amostra em sistema
fechado (Tabela 16). Na digestdo assistida por micro-ondas, dependendo da natureza refrataria
da matriz e das condicdes de reacdo (concentracdo do acido e oxidantes auxiliares) e
instrumentais (temperatura e pressdo), empregadas para promover o processo de oxidacéo,
alguns compostos organicos podem ser parcialmente oxidados, permanecendo dissolvidos nos
digeridos finais (NOBREGA et al., 2012; BIZZ| et al., 2017). Deste modo, para o protocolo
estabelecido, a eficiéncia da decomposi¢do da matéria organica foi avaliada, comparando-se as
concentragdes de carbono organico dissolvido (COD) nas amostras antes e apds o procedimento
de digestdo. As concentragdes de COD obtidas para as solugdes digeridas reduziram de 62 a
80% para as amostras empregadas (S1, S2 e S3). E valido ressaltar a complexidade das matrizes
analisadas, devido a presenca de compostos organicos recalcitrantes (surfactantes), presentes
nos cosmeéticos micelares contribuindo para as concentracdes relativamente altas de COD (5,41
a 8,18 g L 1), nos digeridos.

O aumento da concentragcdo de HNOs/H202 ou tempo de digestdo seriam estratégias que
poderiam ser empregadas, para reducdo da carga organica residual, contudo, tais procedimentos
levariam a maiores valores do branco, consumo de reagentes e reducao da frequéncia analitica.

Considerando que a geragédo de vapor quimico ndo necessita da oxidacdo completa da matriz,
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pois, o essencial seria a disponibilidade do analito no meio (TSALEV, et al., 1992; WELZ e
SPERLING, 1999), considerou-se que ndo teriam efeitos deletérios para determinacdo de
mercurio total nos cosméticos micelares, visto que, o ion Hg(ll) no digerido deveria estar
fracamente ligada aos componentes oriundos da amostra. Assim, esta condi¢éo de digestéo foi
empregada em todas as amostras.

3.4.4 Parametros de desempenho e curva analitica para digestdo por micro-ondas

Os parametros de desempenho analitico linearidade, precisdo, exatidao, limite de
deteccdo, e limite de quantificacdo, foram estabelecidos em ensaios com solugédo padrédo Hg(ll)
e amostras de cosméticos micelares fortificadas. A validacdo das metodologias desenvolvidas,
foi conduzida de acordo com os parametros avaliados e critérios de aceitabilidade preconizados
pelas normas orientativas (THOMPSON et al., 2002; ANVISA, 2017; INMETRO, 2018).

Para avaliacdo da linearidade, as curvas analiticas foram preparadas em meio acido
(HNO3 0,20 e 0,40 mol L), em seis niveis de concentracdes do padrdo analitico, com trés
replicatas independentes para cada nivel (THOMPSON et al., 2002). A linearidade para o
intervalo de concentragdes do método analitico foi estimada conforme preconizado pelo
INMETRO (2018), uma vez que a avaliagdo da linearidade somente por meio do coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) é um pardmetro limitado (THOMPSON et al., 2002; SOUZA e
JUNQUEIRA, 2005; ARAUJO, 2009; FARIAS, et al., 2015; GOMES et al., 2021).

Frente a isso, para validagdo das curvas analiticas a homocedasticidade do modelo foi
avaliada pelo teste de Levene modificado (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; INMETRO 2018) e
o teste de significancia da regressdo e falta de foi realizado por meio da analise de variancia
(ANOVA), a um nivel de 95% de confianca (SILVA, 2016). E, para esta verificacdo foram
calculados os valores de regressdo, residuo, falta de ajuste e erro puro, para o intervalo de
concentracio avaliado (0,10 - 2,0 ug L1). Os resultados para analise da linearidade nas

condicdes estabelecidas paras as curvas analiticas estdo sumarizados na Tabela 17.

Tabela 17 - Teste de homocedasticidade das variancias para as curvas analiticas para o método de
referéncia (n = 6).

HNO3 Graus de liberdade Quadrado da media aF b
(mol L?) Efeito Erro Efeito Erro P
0,20 5 12 201 339 0,5929  0,7062
0,40 5 12 1798 2933 0,6130 0,6923

Fcritico = 3,106 /I bo = 0,05.
Fonte: Autora, 2021.
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Os resultados obtidos pelo teste de Levene modificado (a0 = 0,05, para um nivel de
confianca de 95%) indicaram que para todo intervalo de concentracdo (em ambas as
concentracfes de HNOs3), as variancias residuais ndo diferem estatisticamente (p > 0,05),
comprovando o comportamento homocedastico, e assim, evidenciando a relacdo linear entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentragcdo de Hgtwta. Seguidamente, para 0 modelo de
regressdo linear obtido para as curvas analiticas, avaliou-se a significancia estatistica e ajuste
do modelo aplicando ANOVA (Tabela 18).

Tabela 18 - ANOVA para 0 modelo de regressao linear obtido pelo método de referéncia.

HNO3z; (molL?) Fonte de variacéo aSQ bGL ‘MQ IF
Modelo 3630270 1 3630270 6564,736
0.20 Residuo _ 8847,90 16 553,0
’ Falta de ajuste 1015,1 4 253,8 0,3888
Erro puro 7832,8 12 652,7
Modelo 5237060 1 5237060 851,832
0.40 Residuo _ 98368,0 16 6148,0
' Falta de ajuste 4115,2 4 1028,8 0,1310
Erro puro 94252,8 12 7854,4

35Q: soma dos quadrados // °GL: graus de liberdade // *"MQ: média dos quadrados // Feritico = 4,49 // Feritico = 3,26.
Fonte: Autora, 2021.

A partir dos resultados obtidos na analise de variancia, observou-se que (Fcal > Feritico),
para os diferentes niveis de concentraces no intervalo estabelecido, para o procedimento
analitico, confirmando que o modelo de regressao linear € adequado para o método proposto
(estatisticamente significativo) e os resultados do teste de homogeneidade das variancias
corroboram com esta conclusdo. Além disso, a avaliacdo da soma residual dos quadrados,
constatou-se que Fca < Feritico, 1090, a falta de ajuste ndo significativa foi observada para as
curvas analiticas, e dessa forma, o ajuste do modelo obtido é vidvel, considerando um nivel de
95% de confianca (RIBEIRO et al., 2008; FARIAS et al., 2015).

Apbs a validacdo das curvas analiticas os parametros de desempenho para o método
proposto foram estimados (Tabela 19). Para os diferentes niveis de acidez das curvas validadas,
os parametros analiticos de desempenho apresentaram LOD iguais a 18 e 20 ng L
respectivamente. Os valores obtidos foram compativeis com a técnica de deteccdo empregada
e adequados para a metodologia desenvolvida. A avaliacdo da precisdo em termos de
repetitividade (intra-ensaios) foi avaliada para dois diferentes niveis de concentracdes e 0s
resultados foram concordantes com as preconizac¢des das normas de validacdo (RSD < 5%)),

ressaltando-se que séo inferiores aos valores sugeridos pela AOAC (2016) para o nivel de
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concentracdo estudado (RSD méximo, 20%), assim, 0 método proposto mostrou-se sensivel e

preciso para quantificagdo de Hgtotar €M amostras de cosméticos micelares.

Tabela 19 - Pardmetros de desempenho do método proposto para determinagdo de mercurio por CV
AFS.

HNO; (mol L)

Parametro 0.20 0.40

4Curva analitica (n = 6) IF =730(x 9)XCpg + 28 (£ 10) IF =877(£ 30)XChqg + 67 (= 32)
Coeficiente de correlacdo, r 0,9988 0,9907
Faixa de trabalho (ug L) 0,10-2,0 0,10-2,0
°LOD (ug L?) 0,018 0,020
*RSD, % (n = 10)

0,30 ug L 4,07 4,66

15pugL? 1,45 2,63

8As equacdes de regressao linear associadas as medidas de intensidade da altura de pico (IF) e concentracdo de Hgrotal
(ug L) foram descritas pela equacéo: IF = (inclinagdo)x Crg + (intercepto), com Chg sendo a concentragdo de Hg(Il) (ug
LY. O limite de detecgdo (LOD) foi calculado como 3xsp /S, sp sendo o desvio padrdo para medigdes do branco analitico
(n = 10) e S (inclinagdo da curva analitica). O desvio padrdo relativo (RSD) correspondente a dez medicdes
independentes (n = 10) de uma solugdo de referéncia de Hg(ll) para as concentragGes de 0,30 e 1,5 ug L.

Fonte: Autora, 2021.

3.4.5 Analise das amostras de cosméticos micelares empregando digestdo por micro-ondas
(método de referéncia)

Os parametros validados anteriormente, ratificaram que o método desenvolvido, se
mostrou adequado para determinacdo de mercurio total e dessa forma, ensaios de recuperacao
dos analitos foram empregados para os estudos de exatiddo do método e avaliacéo de efeitos de
matriz em trés amostras de cosméticos micelares (S1, S2 e S3). Um aspecto fundamental deste
ensaio essencialmente recomendado para matrizes complexas, as quais podem interferir na
resposta analitica (GONCALVES et al., 2016), foi realizar as fortificagcbes com trés diferentes
espécies de mercurio, o que significa que o método desenvolvido pode determinar
concentracBes de conservantes organomercuriais (TH ou FM), como também mercurio
inorgénico (na forma de HgCl,, Hg.Cly, Hg(NH.)2Cl), o qual pode estar presente nas
formulacdes cosméticas como ingrediente ativo com acgédo clareadora (GAO et al., 2014) ou
proveniente de impurezas nas matérias-primas e subprodutos do processo de fabricacdo de
cosméticos (NG et al., 2015).

Assim, o ensaio de recuperacao foi efetuado com solucdes de referéncia de Hg(ll), TH
e FM e as fortificagdes nas amostras foram realizadas antes de iniciar a digestédo assistida por
micro-ondas, em dois niveis de concentragdes distintos (0,5 e 1,0 ug L, para Hg(l1); 1,0 e 2,0
png LT para TH e FM). Na Tabela 20, estdo sumarizados os resultados obtidos para as
recuperagdes dos analitos, apos digestdo assistida por micro-ondas das amostras de cosméticos

micelares.
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Tabela 20 - Ensaio de adi¢do e recuperacdo para 0 método proposto aplicado para amostras de cosméticos micelares (média £ SD, n = 3). CondicOes
experimentais: 1,0 mL da amostra, 5 mL HNO3 14 mol L%, 3 mL H,0, 30% (m/m) e 3 mL agua ultrapura. Apds digestdo; amostras e solucdes padrdo com
acidez final 0,2 e 0,4 mol L* (em HNOs3), se adicionou KBr / KBrO3 (2 / 0,34 mmol L 1); 40 uL de acido ascorbico 12% (m/v), solucgdo carreadora HNO3; 5%
(v/v), solucdo redutora SnCl, 90 mmol L. Limite de detecgdo (20 ng L-1).

Concentragéo (ug L™)

Recuperacdo (%)

Amostra Recuperado
Adicionado Hg(ll) TH EM Hg(Il) TH M
. <LOD <LOD <LOD i i B
o1 0,50 0,46 +0,01 i A 918+21 ; ;
1,00 0,97 +003 1,12 +0,02 0,94 + 0,06 96,6 +3 1 11244 94,2 + 6.0
2,00 i 2,01 40,10 2,04 0,20 i 101+5 102+ 8
5 <LOD <LOD <LOD i i -
< 0,50 0,55 + 0,02 i . 109+ 3 i ;
1,00 111 +0.02 1,00+ 0,11 1,03 +0,06 11142 100 + 11 103+ 6
2.00 i 2124011 2.02+0.18 i 106 + 6 101+ 9
- <LOD <LOD <LOD i i -
< 0,50 0,50 +0,07 i ) 99,2 + 13 i ;
1,00 1,13 +0.04 0,96 + 0,05 1,12 +0,08 113+4 95,8 +54 112+ 8
2.00 i 2,04 +009 1,80 0,12 i 102+ 4 89.0+58

Fonte: Autora, 2021.
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Para as amostras digeridas pelo sistema de digestdo assistida por micro-ondas sem
adicdo dos analitos as concentracBes de mercurio total estavam abaixo do limite de detecgédo do
método (Tabela 20). Entretanto, verificou-se que as recupera¢des obtidas para as amostras
fortificadas e digeridas foram quantitativas (valores entre 80 e 120%) e os resultados obtidos
variaram entre 91,8 = 2,1% a 113 + 4% para Hg(II); 95,8 £ 5,4% a 112 + 4% para TH ¢ 89,9 +
5,8% a 112 + 8% para FM.

Os resultados das recuperacdes das amostras fortificadas apresentaram boa exatiddo
para a metodologia aplicada, com niveis de recuperacGes aceitaveis (AOAC, 2016),
considerando o nivel de concentracdo, complexidade das amostras e analitos avaliados,
demonstrando que a matriz cosmeética, ndo interfere na determinacdo das espécies de mercdrio,
empregando o0 método proposto (digestdo por micro-ondas). Constatou-se também, que o0s
intervalos de recuperagdes obtidos corroboram com estudos da literatura, nos quais o teor de
mercurio total foi determinado em formulagdes cosméticas. Wang et al. (2019) desenvolveram
um método eletroquimico para determinacdo de As, Pb e Hg em amostras de talco, lo¢do de
pele e sombras para os olhos e a exatiddo do método foi avaliada para dois niveis de
concentracéo (1 e 2 mg kg?), com recuperacdes obtidas para o Hg, variando entre 77 - 93%,
enquanto, Isa et al. (2017) determinaram mercurio (método eletroquimico) em cremes com agao
clareadora obtendo recuperacdes de 98,9 - 101%, para concentragdo de 15 mg kg™. Wang et al.
(2012) utilizaram a digestdo por micro-ondas e CV AFS para determinacdo de mercdrio total
em cosméticos faciais e as recuperacdes obtidas foram entre 80 - 102 % para as concentracdes
de 0,1 e 0,2 mg kg, respectivamente. Jia et al. (2011) realizaram a especiagdo de Hg(ll),
metilmercuario e etilmercdrio em amostras de cosméticos liquidos (tbnicos faciais e hidrante
para as mios) com recuperacdes no intervalo de 86,7 - 101% (0,20 pg L) para as espécies de
mercurio por HPLC-ICP-MS. Por fim, Gamiz-Garcia e Castro (1999) determinaram mercurio
em amostras de delineadores, lapis e sombras para os olhos, empregando para o preparo de
amostra a digestdo por micro-ondas e CV AFS, como sistema para quantificacdo. O ensaio de
adicio e recuperacéo foi realizado para um nivel de concentracio do analito (0,2 mg kg?) e as
recuperacdes obtidas variaram entre 89 - 104%.

Deste modo, a metodologia de preparo de amostra empregando digestdo por micro-
ondas, foi eficiente e comparavel a trabalhos da literatura para matrizes similares e demonstrou-
se que o méetodo proposto atende aos requisitos para determinacdo de diferentes compostos a
base de mercdrio, podendo ser aplicado para analises de controle de qualidade de cosméticos

liquidos, como cosméticos micelares e produtos utilizados para skincare.
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3.4.6 Método oxidativo direto para determinacdo espécies de mercurio em cosméticos
micelares

A segunda abordagem de preparo de amostra proposta para este trabalho, consiste na
oxidagdo direta das espécies de mercurio como alternativa vidvel para substituicdo de
procedimentos baseados em micro-ondas. Porém, considerando a natureza da matriz, houve a
necessidade de se avaliar a influéncia de antiespumantes, os quais, permitiram a transferéncia

quantitativa (solucéo - vapor) do analito para quantificacéo.

3.4.6.1 Alcoois de cadeia curta como agentes antiespumantes

Uma ampla variedade de substancias quimicas pode ser utilizada como antiespumantes
para diversas finalidades, com destaque para Oleos (silicones, minerais e triglicerideos),
polimeros com solubilidade parcial em agua (baseados em unidades de oxi-etileno, -propileno
e -butileno) e varias moléculas anfifilicas (&lcoois, &cidos graxos, ésteres graxos, entre outras)
(DENKOV et al., 2014).

A determinacdo de TH e FM (compostos de mercurio permitido em cosméticos segundo
a RDC N°29/2012 da ANVISA), assim como, Hg(ll) (contaminante) por CV AFS empregando
oxidagdo direta em amostras de cosméticos micelares , foi avaliada utilizando o &lcool amilico
e isoamilico, uma vez que compostos organicos desta natureza, ja foram reportados como
antiespumantes eficientes para determinacdo de Hgiwta €m amostras de vinagre por CV AAS
(SILVA JUNIOR et al., 2015). Contudo, a otimiza¢do do método foi realizada empregando TH
como composto de mercdrio, alcool amilico (AA) como antiespumante e a amostra S2 (devido
a maior disponibilidade e complexidade da amostra).

A etapa inicial consistiu na avaliacdo da eficiéncia de oxidacdo e efeito do AA como
antiespumante, no perfil do sinal analitico para amostra S2 fortificada com solugdo de TH
(Figura 13). Nos experimentos realizados sem adicdo do antiespumante (Fig. 13al) e para
concentracbes de 0,8 e 1,6% (v/v) (Fig. 13b2-c3), durante o procedimento de anélise, no
separador géas-liquido foi verificado retencdo acentuada de espumas, alterando a distribuigéo e
transporte do vapor de Hg® no sistema e intensa variabilidade do sinal analitico durante as
medicOes, impossibilitando a obtencdo de espectros caracteristicos (tempo vs. intensidade de
fluorescéncia). Adicionalmente, observou-se dificuldade de retorno a linha de base para
medigdes sequenciais, sendo necessaria uma etapa adicional de limpeza. Estas observagdes
confirmaram, que a formacdo de espumas no sistema é um fator negativo para anélise direta
por fluorescéncia atbmica. A espuma reclusa no separador gas-liquido do equipamento é um

ponto critico para analise, visto que, compromete a liberacdo do vapor do analito da matriz,
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além disso, pode levar a interferéncias devido a presenca de fase condensada no sistema de
deteccdo (LIU et al., 2019).

Figura 13 - Perfil espectral para determinacgao de Hgwt por CV AFS na auséncia e na presenca de &lcool
amilico (AA): a) S2, b) S2 + AA 0,8% (v/v), ¢) S2 + AA 1,6% (v/v), d) S2 + AA 8% (v/v), e) S2 +
AA 16% (v/v). (1) S2 sem AA; (2) comparativo S2 sem AA e S2 + AA 0,8% (v/v), (3) comparativo
S2 sem AA e S2 + AA 1,6% (v/v), (4) comparativo S2 sem AA e S2 + AA 8% (v/v), e (5)
comparativo S2 sem AA e S2 + AA 16% (v/v). Condigdes experimentais: 2,0 mL amostra S2; HCI
0,60 mol L para acidificacdo das solucGes para analise (cosmético micelar e solugdo padrdo de TH 20
ug L1); reagente de bromacdo KBr/KBrOs (2/0,34 mmol L-1); tempo de reagdo 5 min; 40 uL &cido
ascorbico 12% (m/v), solucdo carreadora HCI 20% (v/v) e solu¢do redutora SnCl, 90 mmol L.

0 28 56 84 112
Tempo (s)

Fonte: Autora, 2021.

Zheng et al. (2019), desenvolveram um método para especiacdo de mercario em

amostras de agua, aplicando a extracdo por ponto nuvem (CPE) e reacdo de bromagdo como
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etapas de preparo de amostra, utilizando HG AFS como técnica de quantificacdo. Os autores
relataram que a principal dificuldade para combinacdo da CPE com HG AFS foi a presenca de
surfactante, o qual produz espumas intensas durante o procedimento de medicdes e estas além
de causar instabilidade do sinal analitico, podem também danificar o equipamento. Tais
interferéncias relacionadas a formacdo de espuma e a variabilidade do sinal de fluorescéncia
também foram evidenciadas no trabalho de Li et al. (2015). Neste trabalho, constatou-se que as
concentracOes de 8 e 16% (v/v) do AA suprimiram a formacéo de espumas durante as medicdes
analiticas (Fig. 13d4-e5), visto que, maiores concentracbes de AA resultam na reducdo da
atividade do surfactante no meio reacional, portanto, promovendo a desestabiliza¢do da espuma
(PEI et al., 2014). Assim, 0s sinais transientes seguiram a tendéncia espectral caracteristica
associada a liberacao continua do vapor de mercurio (Fig. 13d4-e5).

Apesar do perfil espectral tipico ter sido reestabelecido devido a presenca de 8 e 16%
(v/v) do AA no meio, ocorreu aumento acentuado da viscosidade das solucdes (padrdes e
amostras), a qual pode comprometer a mistura mais efetiva das solugdes no sistema (efeitos
hidrodindmicos). Para avaliar este efeito da adicao de alcool no meio reacional curvas analiticas
foram construidas na auséncia de alcool (1), assim como, na presenca de AA (2) e Al (3) para
a concentracao de 8% (v/v). As equagdes de regressdo linear obtidas sdo apresentadas a seguir:

IF = 62,02(x 2,54)xChyg + 8,14 (+ 15,40), r = 0,997 (n = 5) (Eq.1)
IF = 48,32(% 0,87)xChyg + 22,45 (+ 5,27), r = 0,999 (n = 5) (Eq.2)
IF = 48,98(% 0,35)xChyg + 16,62 (+ 2,15), r = 0,999 (n = 5) (Eq.3)

A adicdo de ambos os alcoois (AA e Al), diminui a sensibilidade do método proposto
em 22% em relacdo a condigdo sem alcool, confirmando a hipétese inicial (aumento de
viscosidade). N&o se observou diferenca estatistica a 95% de confiancga entre as sensibilidades
dos dois alcoois (tca = 1,31 < teritico = 4,30). Assim, para aplicagdo na determinacdo de Hgqotal,
foi realizada a compatibilizacdo dos sistemas para analise, sendo adicionado AA ou Al as
soluges para construcdo das curvas analiticas e amostras de cosméticos micelares. Por fim, as
recuperagdes ndo foram quantitativas para TH (61 £ 2 e 58 £+ 6%, n = 3), empregando 8 e 16%
(v/v) de AA, respectivamente.

Considerando que 0s processos que ocorrem com a mistura reacional envolvem fatores
quimicos e fisicos, esses resultados iniciais sugerem duas proposicdes: (1) a composicdo da
matriz afeta a eficicia da oxidacdo do TH para Hg(ll) e a redugdo Hg(ll) para Hg® ou (2) a

eficiéncia da transferéncia de fase e transporte do analito volatilizado (Hg®) para o sistema de
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deteccdo é minimizada, em decorréncia da formacdo de espumas no meio. Se considerarmos
como hipdtese que o vapor do analito foi separado de forma eficiente e ocorreu o transporte
quantitativo para o sistema de deteccdo, tem-se que a formacdo de espumas ou 0 aumento da
viscosidade no meio reacional comprometeu a geracdo de vapor, ou seja, a oxidacdo das
espécies de mercurio (TAKASE et al., 2002; STURGEON et al., 2005). Desta forma, o efeito
da concentracgdo do reagente de bromacéo (KBr/KBrOs) (Tabela 21) e tempo de reagdo (Figura

14) foram avaliados, mantendo-se a concentracdo de 8% (v/v) do AA no sistema fixada.

Tabela 21 - Avaliacdo da eficiéncia de oxidacdo de TH, empregando diferentes concentracdes do
reagente de bromac&o. CondicOes experimentais: 2,0 mL amostra S2; HCI 0,60 mol L-* acidificagéo do
meio reacional; tempo de rea¢do 5 min; volume varidvel (40 a 160 uL) de &cido ascorbico 12% (m/v),
AA 8% (v/v), solucéo carreadora HCI 20% (v/v) e solucéo redutora SnCl, 90 mmol L 2.

Concentragao Concentragdo TH (ug L)

Amostra KBr/KBrOs Recug/eragao
(mmol L) Adicionado Recuperado (%)
5 2,25 +0,17 449+ 34
2/0,34 10 5,19 £ 0,05 51,9+£0,5
20 10,49 £ 0,55 52,5+2,8
5 2,80+£0,14 55,9+2,8
470,68 10 5,73+£0,32 57,3+£3,2
52 20 11,96 £ 0,57 59,8 £2,8
5 2,34 £ 0,26 46,7 £5,2
8/1,36 10 5,05 0,26 50526
20 10,31 £ 0,63 516 +3,1
5 1,80 £0,37 36174
16/2,72 10 4,07 £0,68 40,7 £6,8
20 9,21+0,44 46,0+ 2,2

Fonte: Autora, 2021.

Os resultados obtidos (Tabela 21), foram similares para as diferentes concentrac@es do
reagente de bromacgdo. Dessa maneira, a analise de variancia de fator duplo (ANOVA) foi
realizada, para verificar se ocorreu diferenca significativa nas recuperac¢des obtidas a partir dos
diferentes niveis de adicdo do analito, empregando-se concentra¢des distintas de KBr/KBrO:s.
Para esta avaliacdo a um nivel de confianca de 95% a analise estatistica demonstrou que o
aumento da concentragdo de KBr/KBrOs, ndo proporcionou maior conversdo de TH para
Hg(I1), considerando os valores de recuperagdes (Fcar = 0,5461 < Feritico = 3,095). Em seguida,
o0 tempo de oxidacdo foi avaliado (Figura 14) quanto ao efeito de matriz nas determinacdes de
TH na amostra de cosmético micelar, empregando a condi¢do de maior concentracdo do sistema

complexante/oxidante (KBr = 16 mmol L-Y/KBrOs; = 2,72 mmol L™).
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Figura 14 - Avaliacdo da eficiéncia de oxidacdo de TH empregando diferentes tempos reacionais.
Condigdes experimentais: 2,0 mL amostra S2; TH a 20 pg L*; HCI 0,60 mol L para acidificacdo do

meio reacional; KBr/KBrOs (16/2,72 mmol L-1); 160 uL acido ascorbico 12% (m/v), AA 8% (v/v),
solucdo carreadora HCI 20% (v /v) e solucéo redutora SnCl, 90 mmol L
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Fonte: Autora, 2021.

Para os diferentes tempos reacionais avaliados, as recuperacdes obtidas foram
semelhantes ao tempo inicialmente empregado (5 min), ndo sendo observado aumento na
eficiéncia de oxidacdo. A andlise de variancia para (ANOVA) foi aplicada e constatou-se que
as recuperacOes obtidas, ndo apresentaram variacOes significativas em fungéo dos diferentes
tempos reacionais (Figura 14), para um nivel de 95% de confianca (Fca= 3,425 < Feritico =
5,409).

Assim, frente as avaliagfes que foram efetuadas com TH, pode-se inferir que os
componentes da matriz cosmética interferem nas medigdes para determinagdo de Hgotal, S€ja
devido a eficiéncia na oxidacdo ou no processo de transferéncia solu¢do-vapor. Desse modo,
investigou-se por ensaio recuperacdo a influéncia da composicdo da amostra para o0 TH,
utilizando amostras com outras composicoes (S1, S2 e S3) e o efeito das espécies de mercurio
(inorgénico e FM) no processo de recuperacdo para uma mesma amostra (S2), além do efeito
do &lcool antiespumante no meio para ambos os sistemas (Tabela 22).
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Tabela 22 - Ensaio de recuperagdo para determinacdo de TH em diferentes amostras de cosméticos
micelares (S1, S2 e S3) e efeito da matriz em diferentes espécies de mercudrio para 0 método proposto
empregando amostra S2 (n = 3). Condic¢Ges experimentais: 2,0 mL amostra; HCI 0,60 mol L para
acidificacdo do meio reacional; KBr/KBrOs (2/0,34 mmol L-1), tempo de reagdo 5 min; 40 uL de &cido
ascorbico 12% (m/v), AA e Al a 8% (v/v), solucédo carreadora HCI 20% (v/v) e solucéo redutora SnCl;
90 mmol L.

Concentragio (ng L) Recuperacao (%)

Amostra  Analito o Recuperado
Adicionado AA Al AA Al
- <LOD <LOD - -
s1 T™H 5 0,66+0,12 0,56 +0,03 131+24 11,2+0,6
10 1,80+0,19 1,58 +0,08 18,0+1,9 15,8+0,8
20 384+0,14 447+0,13 19,2+0,7 22,4+0,6
- <LOD <LOD - -
Ho(Il) 2,5 161+0,11 1,73+0,08 64,4 4,2 69,2+3,0
50 3,36 £0,22 3,49+0,05 672+4,4 69,7+1,0
10 6,18+0,40 6,63+0,22 61,8 +4,0 66,3+2,2
- <LOD <LOD - -
52 ™ 5 2,72+0,15 2,26+0,25 54,429 453+5,0
10 534+0,03 5,44+0,26 535+0,3 54,4+26
20 10,82 +0,11 11,36+0,27 54,105 568+14
- <LOD <LOD - -
EM 5 294+0,09 3,01+0,07 589+138 60,2+14
10 6,86 +0,59 6,67 +0,08 68,6 £5,9 66,7 +0,8
20 1326 +0,61 11,9+0,23 66,3 +3,0 59,712
- <LOD <LOD - -
s3 T™H 5 231+£0,06 2,68+0,09 46,1+1,2 536+18
10 555+0,25 5,98+0,06 555+25 59,8 +0,6
20 11,78+ 0,46 11,95+0,90 589+23 59,7+45

Fonte: Autora, 2021.

A variacdo do tipo de amostra e alcool antiespumante indicou que as recuperagdes para
0 TH ndo foram quantitativas (AA = 13,1 a58,9% e Al = 11,2 a 59,8%) (Tabela 22). Assim, a
ndo eliminacdo do efeito de matriz para determinacdo de Hgiwta, pode estar associada
provavelmente a atividade antiespumante lenta, desta forma, resultando em espumas residuais
no meio reacional interferindo no sinal analitico (DENKOV, 2004; DENKOV et al., 2014).

Na amostra S2, as maiores recuperacdes foram observadas para o Hg(ll) (AA = 61,8 a
67,2% e Al = 66,3 a 69,7%), independentemente do alcool utilizado (Tabela 22). Este fato,
indica que a etapa de transferéncia do analito do sistema solugdo-vapor, possivelmente foi mais
afetada que a oxidacdo, em razdo de neste experimento, 0 mercurio ja se encontrar na forma
inorganica. Além disso, os resultados para FM (AA = 58,9 a 68,6% e Al = 59,7 a 66,7%) ndo
diferem estatisticamente quanto ao TH (amostra S2), quando se empregou ANOVA a 95% de
confianga, (Fcar= 0,08657 < Feritico = 10,128). No TH o 4tomo de mercurio esté ligado a um

atomo de enxofre e um carbono alifatico (S-Hg-C), enquanto no FM, o mercuario encontra-se
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ligado a dois atomos de carbono, um alifatico e outro aromatico (C-Hg-C). Portanto, devido a
similaridades dos resultados, o processo de oxidacdo ocorreu de forma independente da
estrutura quimica do composto organico de mercurio e alcool antiespumante utilizado.
Reforcando dessa forma, que o processo de transferéncia do analito da solucdo para fase vapor,
foi mais afetado pela formacéo das espumas no meio, que néo foi reduzida de forma eficiente
pelos antiespumantes empregados (AA e Al).

O uso de alcoois como sistema antiespumante foi efetivo em amostra de vinagre, quando
empregou-se baixas concentragcdes de Al (menor que 1% v/v) para determinagdo de Hgtotal
(SILVA JUNIOR et al., 2015). Contudo, Liu et al. (2019) relataram que a adi¢do de n-octanol
(a partir de 0,5% m/v) no preparo de amostra de sangue eliminou o excesso de espuma,
entretanto, interferiu na geracdo de hidreto de arsénio, assim, como alternativa optou-se por
construir um separador gés-liquido com maiores dimensdes para solucionar as interferéncias
ocasionadas, durante as medigdes analiticas por fluorescéncia atdbmica. Diante do exposto,
deve-se considerar que a eficcia da atividade antiespuma e a alteracdo da viscosidade do meio
reacional sdo parametros cruciais para o desenvolvimento do método. Pois, espera-se que em
baixas concentra¢des o antiespumante seja capaz de romper os filmes de espumas de forma
rapida e estavel durante todo o procedimento analitico. Assim, verificou-se que os alcoois
avaliados (AA e Al) para determinacdo de Hgtwta €m amostras de cosméticos micelares, néo
apresentaram resultados quantitativos comprometendo a exatiddo do método. Nessas
circunstancias, visando eliminar o efeito de matriz, optou-se por avaliar antiespumantes a base

de éteres e silicones nos estudos subsequentes.

3.4.6.2 Antiespumantes derivados de silicone (A e B) e éteres (204)

A estratégia de preparo de amostra proposta consiste na substituicdo dos alcoois
avaliados (AA e Al) nos estudos anteriores, por diferentes tipos de antiespumantes (A, B e 204).
Inicialmente os pardmetros avaliados para a otimizacdo da metodologia proposta, incluiram a
andlise do efeito da adicdo dos diferentes tipos de antiespumantes na variacdo do sinal analitico
e avaliacdo do efeito dos antiespumantes, considerando como parametro a recuperacao do
analito adicionado nas amostras de cosméticos micelares (S1, S2 e S3). Para avaliar a
capacidade antiespuma e o efeito da adicdo dos antiespumantes na decomposi¢cdo oxidativa
direta para determinacdo do analito por fluorescéncia atdmica, foi realizado um estudo com
solucBes padrdo de Hg(ll), preparadas em diferentes meios (auséncia e presenca dos

antiespumantes) e a variacdo do sinal analitico foi analisada (Figura 15).
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Figura 15 - Efeito da concentragdo dos antiespumantes A, B e 204 no sinal analitico da solugdo padréo
de Hg(ll). CondigBes experimentais: solugdo Hg(ll) a 10 pg L*; HCI 0,60 mol L™ para acidificacdo do
meio reacional; KBr/KBrOs (2/0,34 mmol L-1); 40 uL &cido ascdrbico 12% (m/v), antiespumantes A, B
e 204 (0,25; 0,5 e 1,0% v/v), solucéo carreadora HCI 20% (v/v); solugdo redutora SnCl, 90 mmol L.
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Fonte: Autora, 2021.

Um decréscimo do sinal analitico, para os diferentes niveis de concentracBes dos
antiespumantes avaliados foi observado (Fig. 15), sendo mais acentuado para as maiores
concentracdes. Para o menor nivel de concentragdo avaliado (0,25% v/v), constatou-se reducdes
de 26 a 30%, enquanto para 1,0% (v/v) dos antiespumantes obteve-se reducdo de 38 a 49%.
Este comportamento ja era esperado devido a mudanca de viscosidade nos sistemas reacionais,
deste modo, para 0s experimentos subsequentes efetuou-se compatibilizacdo das curvas
analiticas e amostras de cosméticos micelares, para cada nivel de concentracdo dos
antiespumantes avaliados.

Conforme previamente abordado, a composicao da matriz cosmética estudada, favorece
a formacgdo excessiva de espumas devido a presenca de diferentes surfactantes, assim,
constituindo fator indesejavel para analise por fluorescéncia atbmica. Para minimizar este efeito
nas amostras e no separador gas-liquido a eficiéncia de desestabilizacdo dos filmes de espumas,
foi verificada por meio de ensaios de adicéo e recuperacao de Hg(Il) na amostra S2. Os estudos
iniciais foram realizados com Hg(ll), uma vez que, presumiu-se que o principal efeito de matriz,
estaria associado a transferéncia do analito da solugéo para fase vapor, e ndo quanto a oxidagé&o,
especificamente para o TH e FM. Assim, para este estudo, concentracdes de antiespumantes no

intervalo de 0,10 a 5% (v/v) foram avaliados (Figura 16).
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Figura 16 - Avaliacdo de diferentes antiespumantes derivados de silicone e éteres. (a) Efeito da variacdo da concentragdo dos antiespumantes no ensaio de
recuperacao (amostra S2) para Hg(I1) (10 ug L) e perfil da reducdo do volume de espuma para: (b) antiespumante B, (c) A e (d) 204, antes e apds adicdo destes
no meio. Condigdes experimentais: 2 mL amostra de cosmético micelar; HCI 0,60 mol L para acidificacdo do meio reacional; KBr/KBrOs (2/0,34 mmol L-1);
40 pL 4cido ascorbico 12% (m/v), antiespumantes A (1 - 4), B (1 - 6), 204 (2 - 4); solugdo carreadora HCI 20% (v/v); solugéo redutora SnCl, 90 mmol L. Para
concentracdo dos antiespumantes (A, B e 204), deve se seguir a seguinte representacéo quanto aos niveis de concentragéo: (1) 0,10; (2) 0,25; (3) 0,50; (4) 1; (5)
2,5 ¢ (6) 5% (v/v).
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O efeito dos antiespumantes avaliados para o controle de formacdo e supressdo da
espuma foi eficiente, posto que, em todas as condicdes avaliadas as recuperacdes foram
quantitativas. Para os quatro niveis de concentragdes do antiespumante A (contendo polimero
de silicone 100% ativo), as recuperacdes variaram entre 90,7 = 7,4 a 107 + 5%, sendo observado
aumento nas recuperacdes de Hg(ll) até a concentracdo de 0,5% (v/v), com estabilizacdo para
as maiores concentracdes do antiespumante (Fig. 16a). Perfil similar foi relatado por Almeida
(2014), com aplicacédo do antiespumante A em amostras de solo para determinacéo de Hgotal
por CV AAS. Adicionalmente, verificou-se nas solucdes para analise (Fig. 16b) que com a
adicdo do antiespumante A, houve visivel e acentuada supressao da formacao de espuma.

Para o antiespumante B (emulsdo aquosa de silicone), também se observou reducéo
visual da formacao de espumas (Fig. 16c¢) para os seis niveis de concentracdes avaliados, ndo
sendo verificada espumas residuais nas superficies das solucdes, possivelmente devido a
aspectos relacionados a viscosidade e tensdo superficial deste antiespumante (VARDAR-
SUKAN, 1998). O antiespumante B apresentou recuperagdes quantitativas para Hg(ll) no
intervalo de 99,8 + 15,3 a 107 £ 10%. No trabalho de Gao et al. (2014) por exemplo, para
eliminar a espuma de matrizes cosméticas, 0s autores ndo otimizaram a concentragdo do
antiespumante B, visto que, adicionaram gotas do reagente nas solugfes amostrais, sem maiores
detalhes do procedimento analitico, o que leva a dificuldade de reproducéo do experimento.

Para os estudos de recuperagdo com o antiespumante 204 (mistura de poliéter organico),
qguando adicionado nas solugdes para analise em concentragdes inferiores a 0,25% (v/v) a
diminuicdo da espuma ndo foi efetiva, entretanto, por isto, este foi o menor nivel de
concentracdo avaliado (Fig. 15d). Para concentracGes superiores a 1% (v/v), foi observado a
formacdo de precipitado no meio reacional, possivelmente devido a baixa solubilidade do
composto antiespumante em agua (REZENDE et al., 2011). Outro ponto ainda que deve ser
destacado para este antiespumante, foi 0 aumento do tamanho dos glébulos antiespumantes,
fator preponderante no mecanismo de agdo antiespuma (DENKOV et al., 2014). Deste modo,
os valores de recuperacdes para Hg(l1) variaram no intervalo de 99,3 £ 7,4 a 103 £ 7%. Por fim,
para 0s estudos subsequentes e validacdo do método selecionou-se a concentracdo de 0,25%
(v/v), visando compatibilizar todos os antiespumantes, usando um menor nivel de concentracdo
(devido ao aumento da viscosidade) e economia dos reagentes.

Uma vez constatada, a eficiéncia do processo de transferéncia de fase liquida para fase
vapor, avaliando-se a recuperacdo de Hg(ll) nas amostras de cosmeticos micelares,
empregando-se os antiespumantes A, B e 204, decidiu-se verificar a eficiéncia da oxidagdo para

amostras fortificadas com TH e FM. Para tanto, empregou-se a amostra S2 nas condicdes
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experimentais otimizadas (Figura 17), para um nivel de concentracdo comparando os resultados

as recuperacoes de Hg(ll).

Figura 17 - Ensaio de adicdo e recuperacdo para TH e FM (20 ug L) realizado na amostra S2
empregando diferentes antiespumantes (A, B e 204). Além disto, o ensaio com Hg(ll) (10 pg L) foi
efetuado para comparacdo. CondigOes experimentais: 2 mL amostra de cosmético micelar; HCI 0,60
mol L para acidificacdo do meio reacional; KBr/KBrOs (2/0,34 mmol L-1); 40 uL &cido ascérbico 12%
(m/v); antiespumantes A, B e 204 (0,25% v/v), solucdo carreadora HCI 20% (v/v); solugdo redutora
SnCl; 90 mmol L.
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Fonte: Autora, 2021.

Para todos os antiespumantes avaliados, as recuperagfes foram quantitativas. O
antiespumante A apresentou recuperacdes de 100 £ 1 a 106 + 6%, o0 antiespumante B de 103 +
7 a 108 £ 2%, e por fim, o antiespumante 204 de 86,1 £ 1,1 a 99,3 + 7,4%, considerando todas
as espécies de mercurio avaliadas. Assim, a adicdo dos diferentes antiespumantes no meio
reacional a 0,25% (v/v), eliminou o efeito de matriz e ndo comprometeu a eficiéncia de oxidagédo
dos compostos organomercuricos investigados para Hg(l1).

Na Figura 18, esta sumarizado o esquema que representa duas abordagens distintas para
as solucdes de analise no separador gas-liquido do espectrémetro de fluorescéncia atbmica, na

auséncia e na presenca de antiespumante.
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Figura 18 - Modelo proposto do processo dos mecanismos associados a transferéncia do analito na
interface da solucdo liquido-gas em sistemas micelares na (a) auséncia e na (b) presenca de
antiespumante, considerando as seguintes etapas: (1) expansdo da regido da interface liquido-gas da
solucdo sem adigdo de antiespumante, (2) expansdo da regido da interface liquido-gas da solugdo com
antiespumante, (3) acdo do antiespumante (espalhamento) na interface analito e liquido-gas e (4) acéo
do antiespumante desestabilizando a espuma do meio reacional, com liberag&o do analito para o sistema
de deteccdo.
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Fonte: Autora, 2021.

As moléculas anfifilicas dos surfactantes presentes nas amostras de cosméticos
micelares sdo compostas por cadeias apolares e um grupo funcional polar, estas quando
dispersas no meio reacional proporcionam a formacéo de espumas e aprisionamento parcial do
analito na forma vapor dentro das espumas geradas (Fig. 18a). Portanto, a espécie volatil tende
a migrar do meio de maior pressdo (solucéo) para o meio de menor presséo (interior da bolha).
Neste estagio hipotetiza-se que ocorra um equilibrio nas bolhas de espumas e na interface da
solugéo liquido-gas entre o Hg%.q formado no meio reacional proveniente da redugdo do
Hg(ll), e o Hg%y) liberado do sistema. O aprisionamento de uma fragio do Hg%) compromete
o transporte do analito para o sistema de detec¢do, uma vez que, na auséncia do antiespumante

o filme de espuma permanece estavel (PUGH, 1996). Assim, resultando em recupera¢des ndo
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quantitativas de mercurio total para as amostras avaliadas. Contudo, quando o antiespumante é
adicionado (Figura 18b) este atua na superficie externa da camada de espuma, deslocando as
moléculas de surfactante (Figura 18-2) e desestabilizando a estrutura do filme (Figura 18-3),
desta forma, promovendo sua ruptura (Figura 18-4) (DENKOV et al., 2014; VARDAR-
SUKAN, 1998; DADACH e AL-AMERI, 2021), propiciando a liberagdo do analito aprisionado
e consequente supressdo da espuma no meio reacional. Deste modo, 0 antiespumante atua na
interface da solugéo liquido-gas, auxiliando na transferéncia do Hg®) da solugéo ou aprisionado
nas espumas para o sistema de detecc¢do, levando a recuperagdes quantitativas do mercario nas

amostras de cosméticos micelares.

3.4.7 Parametros de desempenho e curva analitica

Os parametros de desempenho foram determinados e validados de acordo com 0s
critérios normativos de validacdo para metodologias analiticas (THOMPSON et al., 2002;
ANVISA, 2017; INMETRO, 2018). A validacdo das curvas analiticas e a homocedasticidade

do modelo de regressdo foram avaliadas pelo teste de Levene modificado (Tabela 23).

Tabela 23 - Teste de homocedasticidade das variancias para as curvas analiticas empregando diferentes
antiespumantes (n = 8).

. Graus de liberdade Quadrado da média a b
Antiespumante Efeito Erro Efeito Erro F P
A 7 16 376,3 358,0 1,051 0,4360
B 7 16 1915 310,8 0,6161  0,7352
204 7 16 1458 187,5 0,7773  0,6152

F critico = 2,657 1 bOL = 0,05
Fonte: Autora, 2021.

Os resultados correspondentes ao teste de Levene modificado (Tabela 23) confirmaram
para um nivel de significancia o = 0,05 (nivel de confianga de 95%) que para todo intervalo de
concentracdo avaliado para os antiespumantes, as respectivas variancias das curvas analiticas
ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05). Assim, constatando-se 0 comportamento
homocedastico e indicando relagéo linear entre a intensidade de fluorescéncia e a concentracao
de Houwtal. Para avaliar possiveis variac@es significativas nos niveis de concentragdes estudados,
para 0 modelo obtido, o teste de significAncia da regresséo e desvio da linearidade foi realizado
por meio da analise de variancia (ANOVA), a um nivel de 95% de confianca (SILVA, 2016)
para o intervalo de concentracio (0,5 - 20 pg L) (Tabela 24).
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Tabela 24 - Anélise de variancia (ANOVA) para o modelo linear obtido para 0 método proposto
empregando os antiespumantes A, B e 204.

Antiespumante Fonte de variacdo a5Q bGL ‘MQ IF
Modelo 2942730 1 2942730 4912,6675
A Residuo 13178,2 22 599,0
Falta de ajuste 1333,6 6 222,3 0,3002
Erro puro 13178,2 16 740,3
Modelo 2682380 1 2682380,0 7020,9
B Residuo 8405,2 22 382,1
Falta de ajuste 1087,6 6 181,3 0,3963
Erro puro 7317,64 16 4574
Modelo 2413850 1 2413850 8758,6
204 Residuo ' 6063,1 22 275,6
Falta de ajuste 609,0 6 101,5 0,2978
Erro puro 5454,1 16 340,9

35Q: soma dos quadrados // °GL: graus de liberdade // *"MQ: média dos quadrados // 9Fcritico = 4,301// IFcritico = 2,741
Fonte: Autora, 2021.

Os resultados obtidos na analise de variancia (Tabela 24) para as curvas analiticas,
confirmaram que o modelo de regressdo linear € adequado para 0 método proposto (Fca> Feritico)
e 0s resultados do teste de homogeneidade das variancias validam esta proposicao, em linhas
gerais, comprovou-se o ajuste linear do modelo. Na avaliagdo da soma residual dos quadrados,
ndo foi evidenciada falta de ajuste significativo para as curvas analiticas (Fca < Feritico). Por fim,
para as curvas analiticas validadas, os parametros de desempenho para o método proposto foram

determinados e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 - Pardmetros de desempenho do método proposto para determinacdo de Hguwta por CV AFS
empregando diferentes antiespumantes.

Antiespumante

Parametro

A B 204
- IF =70(x 1)xCq IF =67(x 1)xCq IF =63(x 1)xCq
aCurva analitica (n = 8) +16 (1(8) )*Crg L 18 (1(7) )*Crg N 8,7(1(5,8)) 9
Coeficiente de correlacao, r 0,9978 0,9984 0,9988
Faixa de trabalho (ug L) 0,5-20 0,5-20 0,5-20
PLOD (ug L™) 0,038 0,043 0,045
‘RSD, % (n = 10)
3ugL? 4,81 3,54 4,72
15pugL? 2,06 1,38 2,02

aAs equagOes de regressdo linear associadas as medidas de intensidade da altura de pico (IF) e concentragdo de Hgtotal
(ng LY) foram descritas pela equagdo: IF = (inclinagdo)xCrg + (intercepto), com Chg sendo a concentragdo de Hg(ll)
(ug L1). 2O limite de detecgdo (LOD) foi calculado como 3xsp / S, s sendo o desvio padrdo para medig6es do branco
analitico (n = 10) e S (inclinacdo da curva analitica). O desvio padrdo relativo (RSD) correspondente a dez medigdes
independentes (n = 10) de uma solugéo de referéncia de Hg(ll) para as concentragdes de 3,0 e 15 ug L.

Fonte: Autora, 2021.

Para os diferentes antiespumantes (A, B e 204), os parametros analiticos de desempenho

apresentaram limites de deteccio 38, 43 e 45 ng L%, respectivamente e os resultados validados,
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sdo adequados para andlise de Hgww, Nas concentragdes preconizadas para as amostras
avaliadas. A precisao avaliada em termos de repetitividade, foi determinada para dois diferentes
niveis de concentragdes (3,0 e 15 ng L) e apresentou (RSD < 5%) para todas as avaliagoes,
assim, o método proposto mostrou-se sensivel e preciso para determinacdo de Hgtwota em

amostras de cosméticos micelares.

3.4.7.1 Comparacédo com diferentes métodos

As caracteristicas analiticas e aplicabilidade do método desenvolvido foram comparadas
com diferentes estratégias de preparo de amostra reportadas na literatura, para determinacao de
mercUrio total em amostras cosméticos utilizando diferentes técnicas para quantificacdo do
analito (Tabela 26).
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Tabela 26 - Caracteristicas analiticas de diferentes metodologias para determinacdo de mercurio total em amostras de cosméticos em relacdo ao método
desenvolvido empregando diferentes antiespumantes.

RSD

LOD

Recuperagéo

R . A
Técnica Preparo de amostra Amostra Antiespumante (%) (g mLY) (%) Referéncia
Emulsificacdo assistida por Shampo_o, condlClonagor, . A. . .
CV AAS ultrassom gel capilar, creme e o6leo (polimero desiliconeativo <5 5,5 96 - 102 LAVILLA et al. (2009)
corporal 100%)
Diluicdo isotdpica, adi¢do de Logio, méscara, creme & B
ID-PVG-ICP-MS &cido férmico e geragdo de ¥ ' .~ (emulsdo aquosa 10% do <5 0,00060 90 - 105 GAO et al. (2014)
P sérum faciais :
vapor fotoquimico antiespumante A)
Y-30
FI-VG-ICP-MS  Amostragem em suspensdo  Locéo (emulsdo aquosa 30% do n.i. 0,15 n.i. CHEN et al. (2015)
antiespumante A)
A
(polimero de silicone ativo 4,81 0,038 96 - 118
100%)
Oxidagdo direta usando o ; . « B
CV AFS . Agua micelar (emulséo aquosa 10% do 3,34 0,043 97 - 118 Este trabalho
sistema KBr / KBrOs; ;
antiespumante A)
204
(mistura de dispersdo de 4,72 0,045 82-110

poliéter organico)

aTécnica: CV AAS = espectrometria de absorgéo atdmica por vapor frio; ID-PVG-ICP-MS = Diluicéo isotopica e geragdo de vapor fotoquimico usando espectrometria de massa com plasma
acoplado indutivamente; FI-VG-ICP-MS = Injecdo em fluxo e geragéo de vapor fotoquimico usando espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente; CV AFS = espectrometria de
fluorescéncia atdmica por vapor frio. n.i. = N&o informado.

Fonte: Autora, 2021.
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A estratégia de preparo de amostra desenvolvida neste trabalho apresentou performance
analitica semelhante a outros métodos mais sensiveis reportados na literatura, para
determinacdo de mercurio em matrizes cosméticas.

E importante ressaltar que, independentemente da sensibilidade e principio da técnica
empregada ICP-MS, CV AFS ou CV AAS, a adi¢do de antiespumante foi necessaria para o
desenvolvimento das metodologias avaliadas, assim, minimizando os efeitos negativos da
espuma no processo de geracdo da dispersdao, vapor quimico e/ou fotoquimico. Com este
proposito, é reportado na literatura aplicagdes de antiespumantes durante os procedimentos de
preparo de amostra e/ou particularmente durante a etapa de transferéncia de fase (liquida-
vapor). Lavilla et al. (2009) eliminaram a formacéo de espumas no separador gas-liquido (CV
AAS) adicionando-se o0 antiespumante A diretamente nas amostras cosméticas apds a
sonicacdo. Similarmente Chen et al. (2015) adicionaram uma gota (informacgéo conforme os
autores) do antiespumante Y-30 durante o preparo da amostra de cosméticos. Por fim, Gao et al.
(2014) optaram por adicionar varias gotas (informacao conforme os autores) do antiespumante
B, na etapa de preparo de amostra e no separador gas-liquido para a mesma finalidade.

Dessa forma, analisando os procedimentos mencionados, 0 método desenvolvido se
destaca, visto que, foi avaliado o efeito de diferentes tipos de antiespumantes para amostras de
cosméticas micelares e, além disso, todo o procedimento analitico desenvolvido foi otimizado.
Nota-se que alguns autores ndo definem o volume ou concentracdo do antiespumante
adicionado, o que, pode limitar a reprodutibilidade do procedimento.

Adicionalmente, 0 uso de antiespumantes tem sido reportado em outras matrizes como
sangue, vinagre, solo e agua para determinacao de diferentes espécies de merctrio (ARANDA
etal., 2009; SILVA JUNIOR et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016, ZHENG et al., 2019). Nestes
trabalhos, a formacéo de espuma foi decorrente da adi¢éo controlada de reagentes (surfactantes)
na etapa de preparo de amostra, devido a presenca de proteinas e outros componentes das
matrizes avaliadas (Tabela 27), indicando que a metodologia proposta ¢ ampla e favorece o

desempenho analitico para determinacéo da espécie de interesse em diversas matrizes.
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Tabela 27 - Caracteristicas analiticas de diferentes metodologias para determinacdo de espécies mercdrio em matrizes de alimenticias, biologicas e ambientais
empregando diferentes antiespumantes para o preparo da amostra.

aTécnica szprif]ir?ode Preparo de amostra Amostra Antiespumante (I?)E)D I(_n(;[r)nL'l) (I?)Ziuperagéo Referéncia
CV AFS Hoot! g?poesggg%eénsgmcagao Sangue sérico 204 3,90 0,025 98 - 100 ARANDA et al. (2009)
CV AAS H0total Sonicagdo Vinagre Alcool amilico <10 0,014 85-119 (Szlcl)_l\g)A JUNIOR et al.
CV AAS Hgtos! E)’(‘fgg‘ézg Coma:gl‘ﬂli:a ®  Solo e sedimento A <5 70 98-102 éb';’é')z'DA et al
HG AFS Hg(I1) E;(‘f(;i‘ézg igrﬁ’f&t;r'};i‘sg: Agua residual 204 290 0,007 97-104  ZHENG etal. (2019)

aTécnica: CV AFS = espectrometria de fluorescéncia atdmica por vapor frio; CV AAS = espectrometria de absorcao atbmica por vapor frio e HG AFS = espectrometria de fluorescéncia atdmica
por geracéo de hidreto.

Fonte: Autora, 2021.
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3.4.7.2 Anélise das amostras cosméticas

Ensaios de adicdo e recuperagdo foram empregados para os estudos de exatiddo do
método e avaliacdo dos efeitos de matriz , em trés amostras de cosméticos micelares (S1, S2 e
S3), as quais foram fortificadas com em trés niveis de concentracGespara cada espécie de
mercurio avaliada (Hg(ll), TH e FM). Para realiza¢do destes ensaios, durante o procedimento
de preparo de amostras, empregou-se as condi¢cdes otimizadas para oxidacao direta, contudo,
para a amostra S1, apds adicdo de 500 pL da mistura KBr/KBrOs (100/17 mmol L) o bromo
gerado (Br2) no sistema reacional foi imediatamente consumido (Figura 19). Este fato foi
associado a presenca de compostos redutores ou passiveis de reagir com este oxidante presentes
na formulacdo cosmética. Neste caso, para a amostra S1 verificou-se a presenca de ascorbil
fosfato de sodio e composto insaturado (iodopropino butilcarbamato), que podem reagir com o
Br,, afetando a eficiéncia de oxidagdo dos compostos organomerctricos, a qual depende da
concentracdo de bromo disponivel no meio de reagdo (ZHENG et al., 2019). Frente isso, optou-
se por realizar um estudo qualitativo, adicionando-se concentracdes crescentes do reagente de
bromacao na amostra S1 e comparativamente foi avaliado o perfil da coloragdo padrao (aspecto
amarelo, antes da adi¢do do acido ascorbico). Portanto, para este experimento, utilizou-se a

amostra S2 com ¢ sem adigdo de KBr/KBrOs, como referéncia (Figura 19).

Figura 19 - Aspecto visual para diferentes concentracGes de KBr / KBrOs; empregadas para a oxidacdo
direta na amostra S1 e avaliagdo comparativa com amostra S2 na auséncia do sistema oxidante.
Condicgdes experimentais: 2,0 mL da amostra; HCI 0,6 mol L* acidificagdo do meio; KBr/KBrOs;
(mmol L-1): C; =2/0,34; C, = 4/0,68; C3 = 6/1,02; e C4 = 8/1,36; para um tempo reacional 5 min.

\

st § sw S| s

Fonte: Autora, 2021.

Conforme pode ser visualizado, apenas para 0 maior nivel de concentracdo empregado
na amostra S1 se observou a coloragdo amarelo prevalecente, indicando excesso de bromo no
meio reacional. Assim, admitiu-se que 0s compostos redutores presentes nao iriam interferir no
procedimento (Figura 19). Deste modo, selecionou-se a concentracdo de KBr/KBrOs

(8/1,36 mmol L™1) para os ensaios de adicdo e recuperacio do analito na amostra S1 e para as
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demais amostras manteve-se as condi¢Oes experimentais previamente otimizadas. Assim, nota-
se que a depender da complexidade da amostra de cosmético micelar, ajustes no procedimento
experimental (oxidacdo direta) devem ser efetudos para suplantar possiveis interferéncias ou
efeitos de matriz.

Na Tabela 28, estdo apresentados os resultados obtidos para o ensaio de adicéo e

recuperacdo dos analitos, nas amostras de cosméticos micelares.
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Tabela 28 - Ensaio de adi¢do e recuperagdo do método proposto aplicado as amostras de cosméticos micelares (n = 3) para 0s antiespumantes A, B e 204
empregando diferentes espécies de merctrio. Condigdes experimentais: 2,0 mL amostra de cosmético micelar; HCI 0,60 mol L para acidificacdo do meio
reacional; KBr/KBrOs(2/0,34 mmol L-1); 40 pL &cido ascdrbico 12% (m/v), antiespumantes A, B e 204 (0,25% v/v); solucao carreadora HCI 20% (v/v); solugdo
redutora SnCl, 90 mmol L. Limites de deteccéo (38; 43 e 45 ng L) para os antiespumantes A, B e 204, respectivamente.

(Continua...)
Concentragio (ug LY) Recuperagio (%)
Amostra Analito
Recuperado
Adicionario A B 204 A B 204
- <LOD <LOD <LOD - - .
Ha(h) 25 2,54 +0,09 252+0,11 2,32 +0,07 101 +4 101 +4 927 3,0
5 5,05 + 0,11 527+0,05  474+0,12 101 +2 105 + 1 948+2.4
10 10,06 + 0,10 1033+025  9,79+0,35 101 +1 103 +2 97.9+35
- <LOD <LOD <LOD - - -
i Th 5 512 +0,10 573+001  425+0,16 102 +2 115 +1 850+33
10 10,05 + 0,13 10,60+009  895+0,15 100 + 1 106 + 1 895+15
20 19,88 + 0,97 20,01 +0,75 181+15 994 +48 100 + 4 903 +7.6
- <LOD <LOD <LOD - - -
M 5 4,96 + 0,22 579+0,12  476+039 99,2 + 4,4 116 +2 952 +7.,8
10 10,19 +0,76 1022+004 9,28 +0,67 102 +8 102 +1 92.8+6,7
20 20,14 + 0,54 1942+028 18,14 +0,82 101 +3 971+ 1.4 907 +4.1
- <LOD <LOD <LOD - - -
25 2,50 + 0,14 2,63 +0,02 2,49 +0,10 100 + 6 105 + 1 99,5+ 4,1
Hg(1). 5 5,26 + 0,20 541 +0,27 5,51 + 0,29 105 + 4 108 +5 110 6
10 10,74 + 0,34 1033+0,07 9,70 +0,74 107 +3 103 +1 97,0+ 7,4
- <LOD <LOD <LOD - - -
S H 5 4,90 + 0,26 547+0,16  442+0.24 97,9452 109 +3 88,5+4,8
10 11,03 +0,51 1122+007  854+0,31 110 5 112+1 854 +3,1
20 21,83 +0,25 2200+005  17,31+0,18 109 + 1 110 +5 86,6 + 0,9
- <LOD <LOD <LOD - : -
M 5 4,96 +021 577 +0,08 5,46 + 0,28 992 +43 116 +2 109 +5
10 9,99 + 0,92 10,97 + 0,49 10,28 + 0,57 99,9 +9,2 110 5 103 +6
20 21,41 +0,66 21,40 + 0,36 17,27 +0.71 107 +3 107 +2 86,4 + 3,6
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Concentragio (ug L?)

Amostra Analito

Recuperacéo (%)

Recuperado
Adicionado A B 204 A B 204
- <LOD <LOD <LOD - - R
Ha(ll) 25 275 +0,05 255+ 0,17 262 +0,13 11042 102+7 105+5
: 5 5,87 + 0,07 543 + 0,20 546 + 0,22 117+1 109 + 4 109 + 4
10 11,0404 10,3+0,15 10,26 + 0,52 109 + 4 10342 10345
i <LOD <LOD <LOD - ; ;
o3 H 5 533+0,11 5,04 + 0,24 411+0,10 106+ 2 101+1 823+19
10 11,76 0,17 10,17 + 0,47 8,64 + 0,07 11842 102+5 86,4 +0,7
20 22,01 + 0,94 20,54 + 0,16 16,63 0,50 11045 103+1 832+25
i <LOD <LOD <LOD - ; :
M 5 481+0,44 5,03 + 0,07 541 + 0,46 96,3 +8,8 118 +1 108+9
10 10,59+ 0,31 10,97 +0,77 10,66 + 0,22 106 + 3 110+8 107 +2
20 21,20 + 0,60 20,0+ 1,0 19,18 + 0,41 106 + 3 99,952 959 +2,1

3 Condicéo aplicada: KBr/KBrOs (8/1,36 mmol L-1) e 160 pL acido ascdrbico 12% (m/v).

Fonte: Autora, 2021.

(Concluséo)
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Conforme pdde se observar (Tabela 28) as concentrages de mercurio total para as
amostras ndo fortificadas, estavam abaixo do limite de deteccdo, corroborando com os
resultados obtidos no método de digestao assistida por micro-ondas. Para as amostras avaliadas,
as recuperacdes obtidas foram quantitativas, independente da espécie de mercurio e variaram
entre 96,3 £ 8,8 a 117 £ 2% (antiespumante A); 97,1 + 1,4 a 118 + 1% (antiespumante B), e
82,3 £ 1,9 a 110 + 6% (antiespumante 204), contemplando o intervalo entre 80 - 120%
preconizado pela AOAC (2016), logo, confirmando a exatiddo do método para os trés
antiespumantes avaliados.

Por fim, a metodologia desenvolvida simplificou o procedimento analitico de preparo
de amostra e possibilitou a reducdo do tempo para o tratamento de 4 h (digestao assistida por
micro-ondas - considerado método de referéncia) para 5 min por amostra (método oxidativo
direto). Além disso, deve-se considerar que no procedimento utilizado empregou-se acido
mineral diluido quanto ao preparo da amostra. Sendo assim, a determinagao de mercurio total
em amostras de cosméticos micelares, empregando o método oxidativo direto mostrou-se como
uma alternativa viavel, rapida e aplicavel em analises de rotinas para matrizes cosméticas ou

matrizes com surfactantes.
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3.5 Concluséao

No método desenvolvido a digestdo assistida por micro-ondas e a oxidagdo direta com
auxilio de antiespumantes, foram avaliadas como estratégias analiticas para o preparo de
amostra de cosméticos micelares para determinacao de Hgtota por CV AFS. A digestéo assistida
por micro-ondas (método de referéncia) apresentou desempenho e parametros analiticos que
permitem a quantificacdo de Hgtota em niveis trago para os tipos de amostras analisadas. Apesar
de ser constatado que houve digestdo incompleta das amostras de cosméticos micelares
(verificado por RMN 'H e COD), o método mostrou-se exato com base nos ensaios de
recuperacdo para diferentes especies de mercurio empregando a técnica de fluorescéncia
atdmica. Contudo, vale ressaltar que a concentracgdo de carbono residual nos digeridos pode ser
um fator negativo para utilizagdo de outras técnicas (ICP-MS e ICP OES, por exemplo), levando
talvez a necessidade de ajustes no protocolo de digestéo.

A oxidacdo direta com auxilio de antiespumantes (método alternativo) demonstrou ser
um procedimento de preparo de amostra simples, rapido e eficiente (exceto para 0 AA e Al)
frente aos procedimentos de referéncia empregados para matrizes complexas (digestdo por
micro-ondas). Neste procedimento analitico o tempo de preparo de amostra foi reduzido de 4 h
(método de referéncia) para 5 min sem aporte de alta energia, possibilitando além da utilizacdo
de acidos diluidos, maior frequéncia analitica, requisitos que atendem os parametros da quimica
analitica verde.

A utilizacdo dos alcoois (AA e Al) como antiespumantes ndo se mostrou efetiva,
possivelmente devido a limitada transferéncia do analito da solugéo para a fase de vapor, o que
comprometeu a exatiddao do método. Todavia, os antiespumantes A, B e 204 foram aplicados e
apresentaram eficiéncia na supressao de espumas, portanto, permitindo a analise direta de Hgiotal
por CV AFS em amostras de cosméticos micelares de forma precisa e exata, apresentado
parametros de desempenho alinhados aos niveis de concentracdo, preconizados pelas
legislacbes nacional e internacional para estas matrizes. Por fim, as duas abordagens
desenvolvidas podem ser aplicadas para analises de controle de qualidade de cosméticos
micelares e produtos utilizados para skincare essenciais para garantir a seguranca desses
produtos, tendo em vista que, espécies potencialmente toxicas derivadas do mercdrio podem

causar diversos efeitos deletérios representando um risco para a satde dos consumidores.
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3.6 Perspectivas

Desenvolver novos procedimentos de preparo de amostra, visando a degradacdo de
surfactantes nas amostras de cosméticos micelares;

Utilizar o método desenvolvido com antiespumantes a base de silicone e éteres, para
determinacdo de outros possiveis contaminantes, a exemplo de analitos que formam hidretos
(As, Sb e Se) nos cosméticos micelares, empregando a técnica HG AFS;

Desenvolver um material de referéncia certificado compativel com a matriz cosmética.
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APENDICE A-ARTIGO 1

A.1 Determinacdo de mercurio (timerosal) em vacinas usando diferentes oxidantes e
espectrometria de fluorescéncia atdmica por vapor frio em acidos diluidos

A.1.1 Procedimento de medig¢des analiticas por CV AFS

Para as medidas dos sinais analiticos, o mercudrio organico (TH) foi oxidado
previamente (digestdo assistida por micro-ondas e/ ou decomposi¢do oxidativa direta com
KBr/KBrOz; e KMnQy4) para Hgino € posteriormente reduzido para sua forma volatil (Hg®) em
meio &cido (HCl ou HNOs3) para determinagdo por CV AFS. O sistema de analise do
equipamento, possui duas bombas peristalticas independentes, uma camara de reacdo, um
separador gas-liquido, um sistema de secagem e uma camara de deteccdo composta por uma
lampada de catodo oco de alta intensidade (BDHCL, Boosted — Discharge Hollow Cathode
Lamps) com comprimento de onda de 253,7 nm, correspondente a fonte de radiacao
especifica para o mercurio e um tubo fotomultiplicador, conforme esta apresentado na Figura
Al

Figura Al - Sistema de fluxo continuo para determinagéo de mercurio total por CV AFS.
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Fonte: Autora, 2021.

No procedimento para reducdo do Hg(ll), a solucdo para analise (padrbes e/ou
amostras), solucéo carreadora e redutora séo transportadas para o sistema reacional em fluxo
continuo, com vazdes de 9,0; 9,0 e 4,5 mL min, respectivamente. Estas solugbes sio

simultaneamente direcionadas em convergéncia para a célula de reacdo, onde ocorre a
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homogeneidade de todas as soluc@es e reducéo efetiva do analito. Posteriormente o vapor de
mercurio resultante (HgP) é transportado pelo gés carreador (argonio) com uma vazao de 250
mL min? para o separador gas-liquido, onde ocorre a drenagem do fluido, em seguida, o
analito é direcionado para um sistema de secagem configurado com tubos concéntricos,
denominado Perma Pure, pelo qual circula o gas auxiliar ou gas de secagem (ar sintético)
com uma vazéo de 2500 mL min!, seguidamente o Hg® sem umidade é carreado pelo argonio
e direcionado ao caminho éptico do medidor AFS (cdmara de detec¢do), sequencialmente o
sinal analitico de fluorescéncia é mensurado ( Figura Al-b). O detector AFS permite a
selecdo de quatro niveis de sensibilidade (ganho) (1; 10; 100 ou 1000 vezes), 0s quais
promovem um amplo intervalo para as determinag@es das concentracdes do analito.

Durante a etapa das medicGes analiticas, visando minimizar a aderéncia do analito a
superficie dos frascos de vidro, onde as solu¢des padrdo e amostras foram acondicionadas,
cada frasco foi homogeneizado anteriormente a cada medi¢do. Durante as medi¢Oes
consecutivas das amostras a tubulacéo foi lavada com agua ultrapura por 2 vezes, no intervalo
de cada procedimento, objetivando reduzir possiveis efeitos de memdria. Além disso, foi
realizada a limpeza do sistema em fluxo do equipamento com &cido cloridrico e/ou nitrico
diluido (1,0 mol L) e com agua ultrapura visando remover qualquer residuo remanescente

de mercdurio.

A.1.2 Avaliagéo dos parametros instrumentais

Inicialmente, foi verificado se os pard@metros de operagdo (delay, andlise e memoria),
sugeridos no manual do equipamento, influenciaram na sensibilidade do sinal analitico para
o intervalo de concentragdo em estudo (0,5 — 20 pg L™ em Hgrotar). Esses parametros estdo
associados ao ciclo de formacédo de vapor quimico e desempenho das medicdes analiticas. O
tempo de delay (TD) esta relacionado ao ciclo percorrido pela amostra até a cdmara de reacao.
No tempo de andlise (TA), a amostra € introduzida no separador gas-liquido e direcionada
para o sistema de deteccdo do AFS. Na etapa subsequente referente ao tempo de memoria
(TM), é cessado 0 bombeamento da amostra e esta é desviada para o descarte do equipamento
e asolucdo de &cido carreador é direcionada para separador gas-liquido, estabelecendo a linha
de base para as proximas medi¢6es (PSA Analytical, 2013), conforme esta apresentado na
Figura A2.
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Figura A2 - Perfil sinal analitico para uma solucéo padrdo de Hg (1) na concentracdo de 5 pg L,
empregando os parametros de operacdo:15s delay, 40s andlise e 60s memoria. Condigdes
experimentais: HCI 0,60 mol L acidificacdo do meio, KBr/KBrO3(2/0,34 mmol L-1), 20 uL de acido
ascorbico 12% (m/v), solucdo carreadora HCI 20% (v/v) e solu¢do redutora SnCl, 90 mmol L.
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Fonte: Autora, 2021.

Para avaliacdo dos parametros de operag&o, trés condi¢Bes foram avaliadas, no ganho
de 10 do espectrometro de fluorescéncia atdbmica por vapor frio: condicdo (1) preconizada
pelo fabricante do equipamento (PSA Analytical, 2013), condicéo (2) e condicéo (3) adotada
por Santos et al. (2021), para analises de Hgtwota €m amostras de &gua, sangue e urina. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura A3.
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Figura A3 - Parametros instrumentais para determinacéo de mercdrio total por CV AFS empregando
diferentes condicOes para os parametros de operacgdo: (1) 15 s delay, 40 s andlise e 60 s memoria, (2)
15 s delay, 40 s analise e 40 s memdria e (3) 5 s delay, 40 s analise e 40 s memoria. CondicGes
experimentais: solucdo padrao Hg(ll) em trés niveis de concentracdes (5,0; 10 e 15 pg L1), HCI 0,60
mol L acidificacdo do meio , KBr/KBrOs (2/0,34 mmol L 1), 20 uL de acido ascérbico 12% (m/v),
solucdo carreadora HCI 20% (v/v) e solucdo redutora SnCl; 90 mmol L.
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A condicdo 1, apresentou as maiores intensidades para os sinais de fluorescéncia,
entretanto, as trés condicGes avaliadas ndo diferem estatisticamente (95% probabilidade),
contudo, optou-se por selecionar essa condigdo, sugerida pelo fabricante do equipamento,

para os estudos de determinacdo de Hgtwtal €M amostras de vacinas.

A.2 Estudo da estabilidade da solucéo de TH digerida

Para 0s quatro sistemas reacionais, empregados para digestdo da solucdo de TH, foi
realizado um estudo nas solucdes digeridas, para analisar se ocorreria perdas do analito, apos
digestdo. Para tanto, as medicdes de Hgtota por CV AFS, foram realizadas no periodo de até
24 h apos digestdo, em seguida, os digeridos foram armazenados em recipientes fechados de
vidro &mbar e mantidos sob refrigeracdo e ap6s nove dias (216 h), as determinacGes foram

novamente efetuadas (Figura A4).



137

Figura A4 - Estudo estabilidade da solucéo digerida de TH, empregando diferentes proporcées de
acido nitrico 14 mol L e perdxido de hidrogénio 30 % (m/ m). CondicGes experimentais: volume de
1,5mL TH50 mg L%, S; (8 mL HNOs); S, (7 mL HNO3s/1 mL H,0,); Ss (6 mL HNOs/2 mL H,0,) e
S4 (5 mL HN03/3 mL HzOz).
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Fonte: Autora, 2021.

Como pode ser observado, foi evidenciado uma reducédo proeminente do analito nas
solucdes digeridas. No periodo de 24 h ap6s a digestao, os resultados obtidos foram: (82 +
0,2%; 119 + 6%; 114 £+ 1% e 106 £ 0,3%), para os sistemas 1, 2, 3 e 4, respectivamente
(Figura S4). Para as medicdes realizadas posteriormente no periodo de 216h, a eficiéncia de
oxidacdo diminuiu para (45 + 2%; 81+ 1%; 65 + 2% e 64 * 4%), respectivamente.
Comportamento semelhante foi observado por Gomes (2010), que avaliou a estabilidade do
material digerido de amostras de arroz ao longo de 11 dias para determinac¢do de Hgtotal pOr
CV AFS e foi constatado diminuicdo na concentracdo do analito neste periodo. Em outro
estudo realizado por Rui-de-Cenzano et al. (2016), os autores avaliaram a perda de mercurio
em extratos de amostras de cogumelos, apds diferentes dias de armazenamento e 0s
resultados obtidos evidenciaram que as reducgdes nas concentragdes de mercurio sdo mais
acentuadas nos trés dias iniciais. Diante do exposto, ficou evidente que o procedimento de
preparo de amostra e determinacdo do mercurio, devem ser executados o mais rapidamente
possivel, ndo ultrapassando o periodo de 24 h, assim, esta condicao foi adotada para todas as
etapas de otimizacdo e desenvolvimento do método proposto.
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APENDICE B - ARTIGO 2

B.1 Avaliacdo de diferentes estratégias de preparo de amostra para determinacéo de
mercurio total em amostras de cosméticos micelares empregando CV AFS

B.1.1 Avaliacéo de parametros instrumentais

Os parametros instrumentais para determinacdo de mercurio total por CV AFS (delay,
analise e memoria) foram avaliados quanto a sensibilidade do método. De acordo com as
recomendacg0Oes do fabricante do equipamento (PSA ANALYTICAL, 2013) valores de 15,
40 e 60 s (delay, anélise, memoria, respectivamente), levaram a uma condi¢do que permite
quantificar mercurio total de 0,5 a 20 pug L™ (no ganho de 10), constatado em estudos
anteriores (OLIVEIRA et al., 2021; TALL et al., 2021) Assim, experimentos foram
realizados para avaliar os parametros instrumentais, empregando-se o ganho de 100 e um
intervalo de concentragdo para mercurio de 0,1 a 2,0 pg L (Figura B1). Os resultados
obtidos para as condicGes (1) e (2) foram estatisticamente similares (95% de confianca),
assim, ambas as condi¢Oes poderiam ser utilizadas. Contudo, os valores recomendados pelo
fabricante do equipamento (condigéo 1) foram selecionados, e padronizou-se esta condi¢ao
para o ganho de 10 e 100 para as etapas subsequentes deste trabalho.
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Figura B1 - Avaliacdo preliminar parametros instrumentais para determinacdo de mercurio total por
CV AFS, empregando diferentes condicdes: (1) 15 s delay, 40 s anélise e 60 s memoria, (2) 15 s
delay, 40 s andlise e 40 s memoria e (3) 5 s delay, 40 s anélise e 40 s memdria, todas 0s sistemas no
ganho de 100. CondicOes experimentais: solugdo padrdo Hg(ll) em trés niveis de concentrages (0,5;
1,0 e 1,5 pg L), HCI 0,60 mol L, KBr/KBrOs (2/0,34 mmol L-1), 40 uL de &cido ascérbico 12%
(m/v), solugdo carreadora HCI 20% (v/v) e solucdo redutora SnCl; 90 mmol L.
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Por fim, dada a complexidade das matrizes cosméticas selecionadas para o estudo e
considerando os diferentes tipos de surfactantes presentes (Tabela 14), é necessario enfatizar
que suprimir a formagéo de espumas, as quais levam a interferéncia na geracao de vapor
quimico para a técnica de CV AFS, constituiu o maior desafio para a determinacdo de
mercurio total explorando o procedimento de decomposicdo oxidativa direta nas amostras de
cosmeticos micelares. Deste modo, &lcoois de baixa massa molar, derivados de éteres e

compostos a base de silicone, foram avaliados como agentes antiespumantes.

B.1.2 Método oxidativo direto para solugdes de FM

Previamente Oliveira et al. (2021), otimizaram o tipo e concentracdo dos &cidos
inorgénicos na geracdo de vapor quimico para TH e Hg(ll) por CV AFS. Assim, a condicéo
Otima deste trabalho foi aplicada para fenilmercurio (FM), em trés niveis de concentra¢des
5,10 e 20 pg L (n = 3), conforme Figura B2.
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Figura B2 - Avaliacdo do efeito do é4cido cloridrico na eficiéncia de oxidacdo de FM a Hg(ll).
Condicoes experimentais: HCI 0,60 mol L1, KBr/KBrOs(2/0,34 mmol L-1); tempo de rea¢éo 5,0 min,
40 uL &cido ascorbico 12 % (m/v), solugdo carreadora HCI 20% (v/v) e solugdo redutora SnCl, 90
mmol L.
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Os resultados obtidos (Figura B2), mostraram que em meio de HCI 0,60 mol L
ocorreu oxidacdo efetiva do FM a Hg(ll). Para os niveis de concentracdes do analito
avaliados, a eficiéncia de oxidagéo variou de 91 = 9 a 102 + 2%, (n = 3). Estes resultados
foram similares aos obtidos para solu¢do de TH para 0s mesmos niveis de concentracoes (100
+6a103 £5%), (n =3), evidenciando a eficacia da metodologia empregada para as solucdes

de diferentes compostos organomercuriais.

B.1.3 Digestao assistida por micro-ondas para solucdes de FM

Para avaliar a efetividade do procedimento de digestdo para solucédo de FM, aplicou-
se 0 procedimento otimizado por Oliveira et al. (2021) com solugbes e amostras contendo
TH. Sendo assim, seguiu-se abordagem analitica empregada para o timerosal para solugfes
de FM a 20 pg L. Os resultados obtidos indicaram eficiéncia na decomposicéo, uma vez

que, 0 mercurio inorganico quantificado (como Hgtotar) perfaz 100 + 3% (n = 3), em relacéo
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ao mercurio organico presente no meio na forma de FM. Ressalta-se que este procedimento

foi concordante com os valores obtidos para o TH (106 + 1 %, n = 3).

B.1.4 Avaliagdo da sensibilidade para determinacdo de mercurio total apds preparo de
amostra por micro-ondas nas amostras de cosméticas micelares por CV AFS

Nas amostras de cosméticos micelares avaliadas o mercurio pode ser utilizado como
conservante organomercural, na forma de sais de fenilmercurio e timerosal, dessa forma,
aplicando-se a digestdo assistida por micro-ondas ocorre a decomposic¢éo da fracéo orgénica,
e assim, apenas o0 mercurio inorganico presente no meio, é disponibilizado para quantificacéo
por CV AFS. Desta maneira, nas condi¢cfes otimizadas (Oliveira et al., 2021), realizou-se o
procedimento de pré-digestdo a temperatura ambiente, previamente a digestdo assistida por
micro-ondas para quatro amostras cosméticas (S1, S2, S5 e S6) (Tabela 14), em triplicata,
utilizando volume de amostra de 1,0 mL. Na solucdo resultante o volume foi completado
com agua ultrapura para 25,0 mL e a acidez para os digeridos finais foi determinada (3,02 +
0,10 mol LY).

Sequencialmente, a compatibilizacdo da acidez do meio reacional foi efetuada, com
solugdo de HNO3z 1 mol L™ para determinagdo de mercurio total (0,50 - 20 pg L™).
Seguidamente apos a reducdo do Hg(ll) empregando SnCl, em meio acido, as medigdes
analiticas foram efetuadas no ganho de 10 do espectrdmetro de fluorescéncia atbmica por
vapor frio e observou-se que os sinais analiticos, ndo apresentaram varia¢6es na linha base,
evidenciando, possivelmente, que as concentragfes do mercurio estavam abaixo do limite de
deteccdo da técnica. Uma vez que as amostras foram diluidas 5000 vezes, é relevante destacar
que, a sensibilidade do espectrometro de fluorescéncia atbmica foi alterada para garantir a
quantificacdo do analito em menores niveis de concentracdo. Neste sentido, para fins
comparativos e visando aprimorar as condi¢des otimizadas, optou-se por realizar novos
experimentos, empregando-se fatores de diluicdes menores (60 vezes) e efetuando-se as
medicBes analiticas em uma sensibilidade maior para a técnica de CV AFS (ganho 100) com
intervalo de concentracio (0,10 - 2,0 pug L™1). Assim, cabe salientar que, o estudo empregando
estas variagOes instrumentais e diferentes sensibilidades foi primordial, para evitar dilui¢cGes
excessivas das solucOes digeridas e possibilitar a quantificacdo do analito, dessa forma, o

ganho de 100 foi selecionado para os experimentos subsequentes.
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B.1.5 Avaliacdo do volume das amostras de cosméticos micelares para o método de
oxidagao direta

Para aplicagdo da reacdo de bromacdo em amostras de cosméticos micelares,
inicialmente avaliou-se a viabilidade da aplicacdo das condigcGes otimizadas por Oliveira et
al. (2021) para amostras de vacinas, neste caso, sem adicdo de antiespumantes no meio
reacional. Para tanto, foram avaliados diferentes volumes (0,125 - 2,0 mL) das amostras S1,
S2 e S5 (Tabela 14), quanto a recuperacio de TH (20 pg L) no meio. Para volumes menores
das amostras de cosméticos micelares, ndo foi observado variabilidade do sinal analitico
durante as medicdes por CV AFS, entretanto, as recuperagdes (em %) obtidas foram: S1 (46
+2e34+£4),S2((39+2e17x1)eS5(59 2 e 45+ 3), respectivamente para os volumes
de 125 e 250 uL. Neste caso, os valores menores para as recuperagdes obtidas podem estar
relacionadas a interferéncias na geracao do vapor quimico, transferéncia e/ou transporte do
analito devido a composicdo da matriz, visto que, a formacdo de espumas diminui
consideravelmente e até impede a geragdo de vapor de Hg® (MADRID et al., 1994). Para
maiores volumes da amostra de cosméticos micelares (0,50; 1,0 e 2,0 mL), ocorreu elevada
variabilidade sinal analitico, com o surgimento de multiplos picos impossibilitando a
continuidade dos experimentos.

E de suma importancia apontar que, o volume da amostra estd diretamente
relacionado com a quantidade de espumas formadas no meio de reacdo (devido ao teor de
surfactantes). Portanto, para quantidades mais elevadas das amostras, a geracao de espumas
foi intensificada e com isso, comprometeu-se a precisdo das medidas de intensidade de
fluorescéncia e a estabilidade do sinal analitico (Li et al., 2015), impossibilitando assim, a
aplicacdo do método de oxidacdo direta. Sendo assim, objetivando-se a resolucdo desta
limitacdo para andlise direta por CV AFS, optou-se pela adicdo de antiespumantes no meio
reacional para assegurar a desestabilizacdo efetiva das espumas, o que é essencial para
determinacdo da concentracdo de mercdrio nas amostras, sem efeito de matriz. Deste modo,
para evitar diluicdes excessivas das amostras de cosméticos micelares, o volume de 2,0 mL

foi adotado para os estudos posteriores.
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